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Resumo 
 
A Aspergilose invasiva é uma infecção de diagnóstico difícil, conhecida pela 
sua elevada mortalidade tendo-se convertido numa infecção nosocomial grave 
e relativamente frequente em pacientes com neoplasias hematológicas. 
Os principais factores de predisposição incluem neutropenia prolongada, 
terapia com corticoesteróides e quimioterapia. O diagnóstico conclusivo 
usualmente requer técnicas invasivas para amostragem dos tecidos afectados 
o que nem sempre é possível dado o estado debilitado do paciente. Na 
ausência de um diagnóstico definitivo é iniciada uma terapia empírica.  
Testes sensíveis e não invasivos para detecção de componentes de 
Aspergillus spp. têm vindo a ser desenvolvidos, no entanto os resultados não 
são uniformes. Por outro lado técnicas muito específicas podem não detectar 
infecções originadas por outras espécies fúngicas.  
Neste estudo foram monitorizados 171 amostras correspondentes a 41 
pacientes transplantados de medula óssea durante o período de Junho a 
Dezembro de 2005, para detecção de aspergilose invasiva, atravéz da 
pesquisa do galactomanano por ELISA Platelia Aspergillus Biorad. Foram ainda 
estudadas 59 amostras de sangue dos mesmos doentes para a detecção de 
DNA fúngico por PCR, utilizando primers que amplificam a região 18S do rDNA 
em condições optimizadas de amplificação. O valor da sensibilidade para o 
teste de PCR foi (42,9%) e da especificidade (87,9%). Testaram-se amostras 
com valores de galactomanano positivo e negativo por PCR -tempo real 
utilizando o kit Q-Aspergillus - Nanogen® de modo a poder avaliar o 
desempenho deste método em amostras de sangue, tendo-se obtido 
resultados concordantes relativamente às amostras negativas.  
Verificou-se que a incidência de aspergilose invasiva no período de estudo foi 
8,4% sendo este valor calculado com base nos resultados obtidos por Platelia 
Aspergillus-Biorad. Foram registados os dados clínicos dos pacientes e estes 
agrupados de acordo com os critérios estabelecidos pela EORCT e MSG para 
o diagnóstico da Aspergilose invasiva, observou-se alguns pacientes com 
resultados positivos para pesquisa de galactomano e de DNA fúngico, foram 
colocados no grupo dos pacientes sem aspergilose invasiva o que implica 
necessidade de revisão destes critérios. A análise das diferentes co-variáveis 
para verificar correlação com os valores do Índex do galactomanano, apenas 
obteve significância estatistica (p>0,05) com  a co- variável culturas positivas. 
Foi monitorizado o ambiente hospitalar da UTM (ar e superfícies) de modo a 
avaliar quais as espécies fúngicas prevalentes, bem como o nível de 
contaminação, sendo os resultados obtidos de acordo com o descrito para 
salas limpas. 
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diagnóstico molecular. 
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Abstract 
 
Invasive aspergillosis (IA) is an opportunistic mycosis associated with a high 
mortality rate. Early diagnosis is critical to a favourable outcome, but is difficult 
to achieve with current methods. The detection of circulating galactomannan 
(GM) in serum is an important tool diagnosis. In this work will be studied 170 
serum samples from 41 patients with haematological disorders from the Bone 
Marrow Transplant Unit. A commercially available sandwich ELISA (Platellia 
Aspergillus-Biorad) that detects galactomannan will be used. Will be considered 
positive cases when GM Index was > 0,5 at least twice. A clinical protocol was 
established in order to estimate incidence of IA and the main associated factors. 
The specificity, sensibility value were estimated. Other methods for IA diagnosis 
(commercially available Real time PCR-Nanogen) were tested for the same 
samples in order to compare diagnosis level and their applicability to this type of 
clinical samples DNA from GM positive and negative samples will be tested, 
using universal primers that amplify the 18 S rDNA. Since the maintenance of 
good air quality in hospital contributes to reduce incidence of invasive 
aspergillosis, environmental surveillance of the bone marrow transplant unit will 
be done, using air sampling and spread plate technique of cotton swabs of the 
walls, in order to verify the predominant species and the level of contamination. 
 
Key words: Aspergillus, Aspergilosis, bone marrow transplant, invasive 
mycoses, molecular diagnosis,  
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Nota introdutória 
 
O diagnóstico da aspergilose invasiva, pelas enumeras dificuldades que 
oferece, representa um desafio tanto para os clínicos como para os 
micologistas, a colaboração entre estes, resulta numa maior compreensão da 
etiologia da infecção. Ao longos dos últimos anos tem-se verificado uma 
preocupação crescente com as infecções fúngicas invasivas devido à sua 
elevada taxa de mortalidade, o que originou uma mudança de comportamento 
relativamente à valorização destes organismos quando presentes em amostras 
biológicas.  
 
Os fungos filamentosos sendo maioritariamente de origem ambiental tornam 
muitas vezes difícil, se não impossível estabelecer uma correlação causa 
efeito, a epidemiologia deste tipo de infecções é um tema muitas vezes 
abordado mas pouco conhecido. 
 
Os métodos moleculares têm vindo a ser aplicados ao diagnóstico de diversas 
infecções por microorganismos, em Micologia os métodos disponíveis para o 
diagnóstico de infecções fúngicas são limitados e por vezes pouco sensíveis. 
Os fungos provavelmente devido a sua estrutura e comportamento durante o 
estado de infecção, têm oferecido maior dificuldade na implementação destas 
metodologias, pelo que ainda actualmente se encontra em debate a aplicação 
da metodologia de PCR ao diagnóstico da infecção fúngica invasiva, assim ao 
contrário das outras áreas da microbiologia para a qual já existem métodos 
moleculares definidos, o diagnóstico molecular em micologia ainda se encontra 
em fase embrionária. 
 
Todas as razões apresentadas, bem como o facto de em Portugal não 
existirem estudos relativos à incidência da Aspergilose invasiva, contribuíram 
decisivamente para a escolha do tema de estudo. Para isso foi essencial a 
colaboração com os clínicos e enfermeiros do Hospital Dr. Francisco Gentil que 
possibilitaram a recolha de amostras e informação relativa aos pacientes. 
 
Este estudo teve desde cedo uma aplicação prática, dado que em 2005 quando 
a recolha de amostras teve início, procuramos dar uma resposta atempada 
relativamente à monitorização do antigénio galactomano de modo a poder 
contribuir para o diagnóstico da aspergilose invasiva ainda numa fase inicial. 
 
Neste trabalho expõem se o estado da arte relativamente ao diagnóstico 
micológico das infecções fúngicas em geral e da Aspergilose invasiva em 
particular, e os resultados do diagnóstico da AI na população de doentes 
estudada. Foi ainda realizada uma revisão bibliográfica aos métodos de 
diagnóstico molecular de modo a poder adequar à população do estudo, 
apresentando-se seguidamente os resultados da aplicação dos métodos 
escolhidos a uma amostra da população. 
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Por último e uma vez que numerosos estudos referem as condições ambientais 
como determinantes no processo de infecção, foi realizado o estudo das 
condições ambientais da Unidade de transplantes de medula óssea com 
recolha de amostras de ar e de superfícies. Na discussão dos resultados 
apresentam-se sugestões e críticas relativas à metodologia de diagnóstico e à 
prevenção das infecções fúngicas neste grupo de pacientes. 
 
 
Aspergilose invasiva em pacientes transplantados de medula óssea                                             Siglas 
 
xi 
 
Siglas 
 
EORCT - European Organization for Research and Treatment of Cancer 
FDA – Food and Drug Administration 
INSA – Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge 
MSG - Mycoses Study Group 
NEQAS –National evaluation quality assessment scheme 
NNIS –National Nosocomial Infection Survey 
UTM - Unidade de transplantes de medula  
TIMM – Trends in Medical Micology 
E.U.A – Estados Unidos da América 
SPSS – Statistical Package for the Social Sciences 
CLSI – Clinical Laboratory Standard Institute 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aspergilose invasiva  em pacientes  transplantados de medula óssea                                 Abreviaturas 
 
xii 
 
Abreviaturas 
 
µl -microlitro 
µm –micras 
AA - Aplasia medular 
AI – Aspergilose invasiva 
ALO C - Receptores de transplante alogénico de dador compatível 
CDC - Center for Disease Control 
CM-Carcinoma 
CMI – concentração mínima inibitória 
DH - Doença de Hodgkin (LLA)  
dNTP- desoxinucleosidos trifosfato 
EDTA -ácido etileno amino tetra acético 
ELISA – Enzyme linked imuno assay 
g - grama 
GM - galactomanano 
h-horas 
kb –kilo par de bases 
KCl – Cloreto de potássio 
LLA-Leucemia linfoblástica aguda 
LMC-  Leucemia mieloide crónica 
LNH- Linfoma não Hodgkin  
mg –miligrama 
MgCl2 – Cloreto de magnésio 
Min-minutos 
Ml-mililitros 
MM – Mieloma múltiplo  
MB –Meduloblastoma 
NCCLS –National Committee for Clinical Laboratory Standards 
Nm-nanometros 
pb –pares de bases 
PCR- polimerase chain reaction 
rpm -rotações por minuto 
s – segundos 
TMB - tetrametilbenzidina  
TS -Tumor sólido,  
UFC. – Unidades Formadoras de Colónias 
UV –ultra violeta 
 
 
 
 
                                                                                                                   Enquadramento teórico 
 
1 
 
1. Enquadramento teórico 
 
Os fungos formam um grupo separado de organismos, distintos das plantas e 
dos animais por apresentarem características próprias. 
 
As células fúngicas estão revestidas por parede rígida composta por glucanos 
e quitina. São organismos heterotróficos que se alimentam segregando para o 
meio externo enzimas, para posterior absorção de nutrientes. 
 
A unidade estrutural destes organismos é uma única célula ou cadeia de 
células com forma tubular (hifa). Algumas espécies patogénicas para o Homem 
ou animais apresentam diferentes formas durante o processo de invasão dos 
tecidos (dimorfismo), estes organismos normalmente alteram a forma 
multicelular que apresentam no ambiente para forma unicelular leveduriforme 
no tecido do hospedeiro [2]. 
 
Na grande maioria dos fungos multicelulares, o estado vegetativo consiste 
numa aglomerado de hifas (micélio). Cada hifa é composta por uma parede 
celular rígida e aumenta devido ao crescimento apical. Nos fungos mais 
primitivos as hifas permanecem asseptadas, no entanto nos grupos mais 
avançados as hifas são septadas. 
 
Os fungos reproduzem-se através de esporos sexuados (reprodução sexuada) 
e assexuados (reprodução assexuada), estes dois modos de reprodução 
podem ser usados em simultâneo pela mesma espécie, no entanto em alguns 
organismos só é conhecido um dos tipos de reprodução. Para além destes 
modos de reprodução existe ainda a reprodução vegetativa na qual não são 
observadas estruturas reprodutoras, em que uma pequena parte da hifa pode 
dar origem a um novo micélio[4,3,2]. 
 
A reprodução assexuada é normalmente importante para a propagação da 
espécie por ser mais frequente, o estado assexuado é também designado por 
anamorfo. Os esporos assexuados podem formar-se de dois modos: (i) Dentro 
de estruturas celulares - esporangiósporos, (ii) No exterior de estruturas 
celulares- exósporos ou conídios[2]. 
 
A reprodução sexuada implica a fusão de dois núcleos haploide dando origem 
a uma célula diploide que se divide por meiose. Em alguns organismos as hifas 
podem diferenciar-se em orgãos sexuais feminino e masculino (reprodução 
homotálica), enquanto outras espécies necessitam de parceiro sexualmente 
compatível (reprodução heterotálica). 
 
A classificação dos fungos tem sido baseada em diversas características, 
sobretudo nas características morfológicas, necessidades bioquímicas e 
nutricionais, bem como no modo de reprodução (sexuada e assexuada). Hoje 
em dia a classificação está a ser revista atendendo às características  
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genéticas. No entanto a identificação da grande maioria dos organismos 
fúngicos continua a ser realizada pelos métodos tradicionais [2]. 
 
A classificação tradicional dos  fungos, colocava os fungos com reprodução 
sexuada conhecida, nos filos Zigomicota, Ascomicota e Basidiomicota, 
consoante as estruturas reprodutoras a que dão origem. Aqueles em era  
apenas conhecida a fase assexuada eram colocados provisoriamente na 
divisão Deuteromicota[2]. Esta classificação foi revista e actualmente a divisão 
Deuteromicota deixou de ter valor taxonómico. Na nova classificação os filos 
Zigomicota, Ascomicota, Basidiomicota foram mantidos,  uma nova divisão foi 
acrescentada o filo Chytridiomicota, caracterizada por apresentar esporos 
móveis com flagelos, sendo sobretudo parasitas de algas, sem importãncia 
clínica. 
 
 
Fungos patogénicos para o Homem 
 
De entre as 50.000 a 250 000 espécies conhecidas, apenas cerca de 500 
parecem estar implicadas em patologias humanas, e apenas aproximadamente 
100 são capazes de causar infecção em indivíduos imunocompetentes. A 
grande maioria destes organismos é apenas capaz de produzir infecção em 
indivíduos debilitados ou imunodeprimidos [1]. 
 
A maioria dos fungos existem de um modo natural no meio ambiente e não 
dependem do Homem para a sua sobrevivência ou reprodução, a infecção 
quando ocorre pode ser de fonte externa ao organismo (exógena) devida à 
inalação, ingestão ou introdução traumática, ou de fonte endógena sobretudo 
as infecções sistémicas causadas por fungos leveduriformes comensais. 
 
As infecções fúngicas podem ser classificadas em vários grupos de acordo 
com o local primário de infecção uma vez que o grau de adaptação aos 
diferentes locais do corpo, difere consoante o grupo de fungos e está 
relacionado com o modo como o organismo coloniza o hospedeiro, deste modo 
as micoses são usualmente divididas em três grandes grupos: micoses 
superficiais, micoses subcutâneas e micoses sistémicas. 
 
As micoses superficiais estão limitadas ás camadas mais superficiais da pele, 
das unhas e cabelos e ainda ás membranas mucosas, as principais infecções 
deste grupo são as dematofitoses e as formas superficiais de candidose. Os 
principais agentes são fungos dos géneros Trichophyton (Fig. 1), Microsporum 
e Epidermophyton e as leveduras do género Candida.    
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As micoses subcutâneas, são infecções que envolvem a derme, os tecidos 
subcutâneos e osso adjacente. Estas infecções são geralmente ocasionadas 
por implantação traumática de organismos que vivem saprófitas no solo e 
vegetação.  
Este tipo de infecção é mais comum em populações rurais de regiões tropicais 
e subtropicais, sobretudo devido à falta de vestuário e calçado protector, a 
disseminação deste tipo de infecções acontece raramente no indivíduo 
imunocompetente [1,2,3]. 
 
 
As micoses sistémicas têm usualmente origem nos pulmões, podendo depois 
disseminar para os restantes órgãos por via hematogénea. Estas infecções são 
geralmente adquiridas por inalação de esporos que existem saprofiticamente 
no solo, na matéria orgânica em decomposição ou como fito-patogénicos. 
Em alguns casos a infecção invasiva tem início com a colonização do seio 
maxilar progredindo rapidamente por via vascular [5,1]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Trichophyton mentagrophytes (400x) 
Figure 2 A inalação de esporosfúngicos dá 
origem a uma primo-infecção pulmonar que 
dissemina para os restantes orgãos adaptado 
da ADAMS 
                                                                                                                   Enquadramento teórico 
 
4 
 
Os organismos que causam infecções sistémicas podem ser divididos em dois 
grupos: os verdadeiros patogénicos e os oportunistas.  
 
O primeiro grupo inclui organismos como Coccidoides immitis (Figura 3), 
Histoplasma capsulatum (Figura 4), que são capazes de invadir e desenvolver-
se nos tecidos do hospedeiro saudável. A maioria destes organismos é 
endémica de zonas geográficas bem delimitadas (tabela I), ou existe associada 
a determinado tipo de reservatórios naturais [5,6,15]. 
 
Estas infecções são muitas vezes assintomáticas. No paciente 
imunocompetente estas infecções são facilmente tratáveis e muitas vezes 
conferem maior imunidade ao agente etiológico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Penicillium marneffei                        Sudeste Asia 
Paraccoicidioides brasiliensis          América do Sul 
Cryptococcus neoformans                Distribuição global 
Blastomyces dermatitidis                  América do Norte/ Africa 
Coccidioides immitis                         América do Norte 
Histoplasma capsulatum                   Distribuição global 
Sporotrix schenckii                            Distribuição global  
Tabela II Destribuição geográfica de fungos patogénicos agentes de 
micoses pulmonares e sistémicas. 
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Figure 3 Coccidioides immitis (esférula)                           
(www.drfungos.com) 
 
 
 
Figure 4 Histoplasma capsulatum, 
 (www.drfungos) 
O segundo grupo inclui organismos menos virulentos como Aspergillus 
fumigatus que só invade o tecido de hospedeiros imunodeprimidos, nestes 
indivíduos estas infecções não conferem imunidade, adquirem usualmente 
formas severas com progressão rápida e de tratamento difícil. Estas infecções 
tem elevada taxa de mortalidade, no entanto as estimativas de incidência são 
muito conservadoras em comparação com a sua verdadeira magnitude devido 
a mau diagnóstico ou a casos não relatados [1,5,10].  
Os sintomas das infecções fúngicas invasivas podem incluir edema da face, 
cianose, necrose dos tecidos (fig. 5), degradação óssea do palato, invasão 
orbital, invasão cerebral. 
 
O prognóstico deste tipo de infecções depende do diagnóstico atempado e está 
directamente relacionado com o grau de deficit imunitário. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 Imagem radiológica com lesão pulmonar característica de Aspergilose 
invasiva, necrose da zona do nariz Myco-top, Aspergillus-Aspergilloses Vol.5 - 
Janssen Cilag. 
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Além do género Aspergillus outros géneros são também responsáveis por 
infecções, nomeadamente os fungos pertencentes à ordem Mucorales, Mucor 
spp., Rhizopus spp. e Absidia corymbifera (Figura 6), agentes de zygomicoses. 
As micoses por estes organismos ocorrem sobretudo em doentes debilitados e 
imunosuprimidos [13]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nos últimos anos o avanço da medicina levou à emergência de infecções 
fúngicas com elevada morbilidade, quer por fungos patogénicos quer por 
fungos oportunistas, a população de risco inclui indivíduos infectados com HIV, 
transplantados, e indivíduos sujeitos a terapias imunossupressoras por 
períodos cada vez mais longos[10,14,11]. A emergência destes organismos 
como patogénicos tem implicações para o diagnóstico e tratamento, não só por 
a sua apresentação clínica poder ser idêntica para os diferentes grupos de 
organismos mas também por muito dos novos patogénicos apresentarem 
resistência aos tratamentos empíricos usualmente efectuados com Anfotericina 
B, acontece nomeadamente algumas espécies do género Fusarium (Fig.7). 
Figure 6: (A) Esquema ilustrativo de Rhizopus spp Larone et al. Esporangióforo 
adere ao substrato através de rizoides. (B) Esporangio de Absidia sp. (400x). 
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Figura 7 Diferentes colónias de Fusarium spp. 
(Malte agar 2%) 
 
 
A valorização dos fungos isolados tem vindo a sofrer alterações consideráveis 
ao longo dos últimos anos, diversos fungos oportunistas têm vindo a ser 
descritos como agentes etiológicos de micose, sobretudo em pacientes 
debilitados e imunodeprimidos, pelo que se torna fundamental para a 
valorização dos isolados, o conhecimento do estado clínico do paciente. De um 
modo geral os fungos constantes da Tabela II são aceites por diversos autores 
como agentes etiológicos a valorizar. 
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Tabela III - Agentes etiológicos de micoses 
 
 
 
 
 
 
 
Local de infecção Espécies Observações 
Pele, unhas e cabelos Dermatófitos: 
Epidermophyton spp, Trichophyton spp., 
Microsporum spp. 
Outros: 
Chrysosporium querathinophylum 
Scytalidium sp. 
Aspergillus, Fusarium spp., Candida spp., 
Alternaria spp. 
Malassezia furfura 
 
 
a 
 Na pele 
Vias respiratórias Fungos patogénicos: 
Cryptococcus neoformans 
Histoplasma spp. Coccidioides spp.  
Blastomyces dermatitidis, Penicillium marnefeii 
Outros: 
Aspergillus spp., Fusarium spp., 
Scedosporiumm spp., Mucor spp., Rhizopus 
spp., Absidia spp., Candida spp.,   
 
Orgãos genitais  Candida spp.  
Fezes Candida spp. Aspergillus, Fusarium spp b b Quando em 
cultura pura e em 
grande 
quantidade. 
Urina Fungos patogénicos: 
Cryptococcus neoformans 
Histoplasma spp. Coccidioides spp 
Outros: 
Candida spp. 
 
Hemoculturas c Fungos patogénicos: 
Cryptococcus neoformans 
Histoplasma spp., Coccidioides spp. 
Outros: 
Aspergillus spp., Fusarium spp., 
Scedosporiumm spp., Mucor spp., Rhizopus 
spp., Absidia spp., Candida spp., Rhodotorula 
spp. 
c Na hemocultura 
devem valorizar-
se todos os 
fungos  
salvaguardando a 
possibilidadevde 
contaminação 
com a execução 
de novas 
amostras 
Lesões,  
Biópsias cutaneas 
Fungos negros: 
Cladophialophora, Exophiala spp., Fonsecae 
spp., Cladosporium spp., 
 
Fungos patogénicos: 
Sporotrix spp., Coccidioides spp. 
Paracoccidioides spp., Blastomyces dermatitidis 
Outros: 
Aspergillus spp., Fusarium spp. 
Pseudalescheria boyidii 
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Diagnóstico Laboratorial de Micoses 
 
O diagnóstico laboratorial de micoses pressupõe o conhecimento prévio dos 
agentes etiológicos a pesquisar, deste modo é essencial saber o produto de 
origem de modo a adequar o método ao possível agente. 
De um modo geral o diagnóstico pode ser efectuado através de exames 
serológicos para pesquisa de anticorpos ou de antigénio sobretudo nas 
infecções profundas, ou a partir de produto infectado para exame directo e 
cultural de modo a isolar o agente responsável pela infecção. 
 
 
 - Diagnóstico serológico 
 
O diagnóstico de micoses a partir de amostras de soro é usado sobretudo para 
a detecção de micoses profundas e fundamentam-se na pesquisa de antigénio 
ou de anticorpos específicos. Consoante o tipo de micose existem diferentes 
métodos que podem ser utilizados, a grande maioria são comercializados, no 
entanto alguns poderão ser métodos de fabrico artesanal. Os diferentes 
métodos têm demonstrado sensibilidades diferentes pelo que normalmente são 
realizados em paralelo e existem apenas para um número limitado de 
organismos. 
 
Aspergiloses: Imunofluorescência indirecta; Hemaglutinação (Pesquisa de 
anticorpo anti Aspergillus); ELISA (Pesquisa de Antigénio e anticorpo) 
 
Candidoses: Imunofluorescência indirecta; Hemaglutinação; (Pesquisa de 
anticorpo anti Candida); ELISA (Pesquisa de Antigénio e anticorpo) 
 
Histoplasmose, Coccidiomicose, Sporotricose, Blastomicose: de anticorpo por 
imunodifusão, técnicas de aglutinação em latex. 
 
 
 
- Exame directo 
 
Usualmente podem ser utilizados dois métodos para o exame directo: 
Preparações a fresco por montagem em solução não corante (hidróxido de 
potássio, soro fisiológico) ou em solução corante (azul lactofenol, tinta da china, 
calcofluor) para visualizar as estruturas fúngicas (Fig. 8). 
 
Ou preparações fixadas à chama para coloração (Gram, Giemsa, Ziehl) 
 
Este exame tem sensibilidade reduzida quando comparada a outros métodos, 
no entanto quando utilizado em conjunto com o exame cultural permite o 
aumento da sensibilidade deste último, por diminuir a % de resultados falsos 
positivos.  
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Por outro lado a especificidade do exame directo é reduzida por não permitir a 
identificação da espécie a partir das estruturas fúngicas, dado que estas 
apresentam características muito semelhantes. São utilizadas soluções de 
montagem diferentes consoante o tipo de produto. 
Produtos queratinizados (pele, unhas e cabelo) e expectorações, solução de 
KOH 30% e a 10% respectivamente. 
Exsudados e fluidos biológicos, solução de soro fisiológico. 
Biópsias colorações específicas ou soro fisiológico 
 
 
 
 
Figura 8 Exame directo de LBA (400x) hifas com ramificações formando ângulos de 45º 
 
 
 
- Exame cultural 
 
Para o exame cultural é necessário escolher o meio de cultura adequado de 
modo a permitir o isolamento dos fungos a pesquisar. 
 
Existem vários meios de cultura utilizados para o isolamento e cultura de 
fungos, a sua escolha varia consoante os autores. Os meios dito standard para 
os isolamentos primários possuem a composição tipo “Sabouraud”, estes 
meios devem permitir o crescimento de fungos de interesse médico, inibir a 
flora bacteriana associada, e permitir a detecção das associações de espécie 
[5,3]. 
Para complementar podem usar-se ainda meios enriquecidos ou diferenciais 
consoante características das espécies a pesquisar. Assim os meios tipo 
“Sabouraud” mais frequentemente utilizados no diagnóstico das micoses são 
de três tipos: Sabouraud cloranfenicol-gentamicina, Sabouraud cloranfenicol, 
Sabouraud cloranfenicol-actidiona . 
Os dois primeiros são utilizados para a pesquisa de todo o tipo de fungos de 
interesse médico com excepção dos dermatófitos. O meio Sabouraud 
cloranfenicol-actidiona é utilizado sobretudo para a pesquisa de Dermatófitos 
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ou seja de fungos que degradam a queratina presente nas unhas, pele e 
cabelo. A actidiona (ciclohexamida) é um antifungico que retarda o crescimento 
de fungos invasores com crescimento rápido permitindo assim o isolamento 
dos fungos deste grupo, este meio deve ser evitádo para a pesquisa de outros 
fungos que não dermatófitos por inibir o crescimento de algumas espécies de 
Candida, Cryptococcus neoformans e de alguns oportunistas como Aspergillus 
spp. e Fusarium spp. 
 
Para a diferenciação de certas caracteristicas são utilizados meios especiais. 
Como é o caso de meios selectivos para Candida albicans, ou para pesquisa 
específica de Crypococcus neoformans e para a cultura da Malassezia furfur. 
Para identificação de alguns fungos filamentosos oportunistas como Fusarium 
e Aspergillus utiliza-se usualmente o Meio e Malte agar (2%) ou o Czapeck 
agar por permitir boa esporulação [2] 
 
A cultura pode ser feita a partir de diferentes produtos biológicos, consoante o 
tecido afectado (expectoração, lavado bronco alveolar, urina, exsudados), a 
incubação das culturas primárias é usualmente efectuada a 35ºC para produtos 
biológicos internos e a 27ºC para as faneras. O tempo de incubação varia 
consoante o tipo de fungos a pesquisar e pode variar de 2 a 20 dias. 
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Sensibilidade aos antifúngicos 
 
Existem diversos tipos de antifúngicos disponíveis que podem ser classificados 
como fungicidas ou fungistáticos consoante causam a morte da célula ou 
impedem o seu crecimento respectivamente. 
 
Os antifúngicos estão distribuídos em quatro grupos farmacológicos, cujo modo 
de acção varia, podendo actuar ao nível da membrana plasmática, da parede 
celular ou na síntese do DNA. 
 
Azois (imidazois:ketoconazol,itraconazol, fluconazol,miconazol,triazois: 
voriconazol, posaconazol) 
Polienos (Anfotericina B, Nistatina) 
Equinocandinas (Caspofungina) 
Pirimidinas (5-fluorocitisina) 
 
A sensibilidade aos diferentes antifúngicos tem sido um tema amplamente 
debatido, dada a emergência de diversas espécies intrínsecamente resistentes 
aos antifúngicos correntemente administrados para o tratamento de infecções 
fúgicas sistémicas. Assim é reconhecida a resistência de Aspergillus terreus 
aos polienos (Anfotericina B), bem como de Candida krusei aos azois (tabela 
III) os mecanismos de resistência ainda não são bem conhecidos e padrão 
varia consoante as espécies.  
 
Dada a elevada taxa de mortalidade associada às infecções fúngicas invasivas, 
é de maior importância adequar a terapia ao agente etiológico. Assim a cultura 
e o isolamento são um passo essencial para a determinação da 
susceptibilidade aos antifúngicos[18,19].  
 
 
 
Tabela IV Espécies com maior taxa de resistencia aos agentes antifúngicos [16] 
 
Organismo 
 
Antifúngico com elevada 
frequencia de resistencia 
 
Tipo de resistencia 
Aspergillus terreus 
Candida glabrata 
Candida krusei 
Candida lusitaniae 
Histoplasma capsulatum 
Scedosporium apiospermum 
Scedosporium prolifecans 
Trichosporon beigeillii 
Anfotericina B 
Azois 
Azois 
Anfotericina B 
Fluconazol 
Anfotericina B 
Anfotericina B 
Anfotericina B 
Intrínseca 
Intrínseca e adquirida 
Intrínseca 
Intrínseca e adquirida 
Adquirida 
Intrínseca  
Intrínseca 
Intrínseca 
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A entidade CLSI publicou o método de referência M38-A, para a execução dos 
testes de sensibilidade para fungos filamentosos, este método consiste na 
diluição em microplaca do antifúngico a estudar como meio de cultura (RPMI) 
de modo a determinar a concentração mínima inibitória [18], este valor é 
determinado pela última diluição em que ocorra a inibição do crescimento 
fúngico. Para os fungos filamentosos este método não foi ainda definitivamente 
aprovado, uma sub comissão da Susceptability Testing of the European  
Commitee on Antimicrobial susceptibility testing (ASST-EUCAST), elaborou as 
Guidelines para o teste de susceptibilidade in vitro, que será publicado em 
breve[75].  
 
Outros métodos para a determinação da sensibilidade ou da resistência dos 
fungos a determinado agente antifúngicos têm sido utilizados, nomeadamente 
o método de galerias, método de difusão em disco e o método do E-test Izasa, 
este último, tem sido descrito como o que oferece valores mais idênticos ao 
método de descrito pela CLSI [20]. Este método permite a determinação da 
CMI, consiste em inocular o meio de RPMI agar com uma suspensão do fungo 
com densidade conhecida (0,5 McFarland ou 1 McFarland) consoante o fungo 
a testar, a inoculação é feita por estriação do meio utilizando uma zaragatoa 
estéril embebida na suspensão do fungo. Após inoculação é colocada uma tira 
do E-test que se encontra impregnada do antifúngico a estudar e que contém o 
antifúngico distribuído num gradiente de concentração, que instantaneamente 
difunde para o meio de cultura após colocação (Fig.9). A temperatura de 
incubação é 35ºC e o tempo de incubação varia consoante a espécie. 
 
Após incubação forma-se uma elipse de inibição cujo vértice indica a CMI, a 
leitura do grau de inibição a considerar (100% ou 80% de inibição) varia 
consoante se trate de um antifúngico fungícida ou fungistático respectivamente 
(Fig 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No entanto nem sempre existe correlação entre a susceptibilidade in vitro e in 
vivo pelo que a administração de antifúngicos deverá ter sempre em atenção 
os factores do hospedeiro e a identificação do organismo. 
Figura 9 E-test para determinação da sensibilidade 
ao Itraconazolde isolado de Aspergillus fumigatus 
com CMI 0.75 µg/ml, (bula E-Test IZASA) 
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Aspergillus e aspergilose 
 
Os fungos do género Aspergillus pertencem à classe Eurotiales dos 
Ascomycetes, correspondem ao estado anamorfo (assexuado) do ciclo de vida 
das diferentes espécies, para algumas espécies é conhecido o teleomorfo. A 
classe Eurotiales caracteriza-se pela presença de ascomata contendo vários 
ascos globososos ou subglobosos de parede simples contendo ascósporos 
unicelulares (Fig. 10). 
 
As diferentes espécies de Aspergillus encontram-se distribuídas na natureza 
sendo decompositores do solo e das plantas, e encontrando-se com frequência 
no pó e no ar. Este género caracteriza-se por formar conidióforos erectos e não 
ramificados que se alargam no ápice formando uma vesícula a partir da qual 
emergem as células conidiogénicas e os conídios (células reprodutoras), de 
pequeno tamanho. Os esporos estão adaptados à disseminação aérea 
libertando-se fácilmente das culturas pelo que são frequentemente 
considerados contaminantes laboratoriais, [3,4]. 
 
A disposição das fiálides no topo do conidióforo, é util na identificação das 
diferentes espécies, bem como o tipo de esporos produzidos. A cor e 
revestimento do conidióforo, são entre outras as caracteristicas mais utilizadas 
na identificação (Figura 5). Em algumas espécies foi identificado o teleomorfo, 
para as restantes apenas se conhece a reprodução mitótica. 
 
 
 
 
 
          A
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I:  
 
 
 
 
Figura 10 (A) Cabeças conidiogénica de Aspergillus spp. ( www.drfungos.com) (B) Esquema 
representativo das cabeças de Aspergillus com a disposição das fiálides, adaptado de Samson 
R. et al 
 
B 
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A identificação correcta da espécie oferece algumas dificuldades, requer 
pessoal especializado e pode ser demorada, pelo que o desenvolvimento de 
métodos moleculares que identifiquem zonas conservadas do genoma das 
diferentes espécies, poderá ser uma mais-valia, sem no entanto dispensar a 
identificação por métodos clássicos. 
 
A cultura do fungo deve ser realizada em meio apropriado, Czapech ou Malte 
agar (2%), são os mais utilizados pois muitos manuais baseiam a descrição 
das características das espécies nestes meios[3].  
 
O género Aspergillus inclui aproximadamente 200 espécies das quais apenas 
20 são reconhecidas como agentes de infecção em humanos, sendo os 
principais responsáveis por micoses oportunistas a seguir a Candida spp. [1] 
 
Aspergillus spp. desempenha um papel relevante em três áreas clínicas 
distintas: (i) Infecções oportunistas, (ii) Estados Alérgicos, (iii) Toxicoses 
 
O termo Aspergilose é usado para referir infecções devidas a fungos 
filamentosos do género Aspergillus. Em doentes imunocomprometidos a 
inalação de esporos pode dar origem a infecções graves dos seios nasais e 
dos pulmões após disseminação para outros órgãos por via hematogenea, este 
tipo de patologia é designado por infecção sistémica. 
 
 
Em indivíduos não imunocomprometidos a inalação dos esporos de Aspergillus 
pode dar origem a infecções localizadas dos pulmões, do seio nasal e de 
outros locais do organismo. O estadio de doença humana pode surgir também 
por outros mecanismos como a alergia devido à repetida inalação de esporos, 
a Aspergilose bronco pulmonar alérgica (ABPA) é das alergias a fungos a mais 
frequente, ocorre sobretudo, em pacientes asmáticos crónicos (28%) ou em 
crianças portadoras de mucoviscidose (6-15%)[1, 5]. 
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Distribuição das espécies 
 
Aspergillus fumigatus é a espécie mais frequentemente isolada, caracteriza-se 
por apresentar colónias cor verde azulado com reverso creme, hifas septadas e 
hialinas que formam ramificações com ângulo de 45º, o conidióforo é liso, curto 
e sem cor, não possui métula com fiálides de disposição colunar (2/3), os 
esporos são lisos ou finamente rugosos com 2-3 µm de diâmetro (fig. 11) 
 
 
 
 
 
 


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A esta espécie seguem-se em frequência de isolados Aspergillus flavus e por 
Aspergillus niger (Fig. 12). No grupo das espécies com menor frequência de 
isolamentos encontram-se, Aspergillus clavatus, Aspergilus glaucus, 
Aspergillus nidulans, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus, 
e Aspergillus versicolor. [1,5,9] 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 Aspergillus fumigatus (400 x). Colónia com 7 dias em Malte agar 
 
Figura 12 Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Aspergillus nidulans em Malte agar (7 
dias) 
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Aspergilose invasiva 
 
A aspergilose invasiva é uma doença com elevada taxa de morbilidade e 
normalmente fatal em doentes imunodeprimidos, com maior incidência em 
pacientes transplantados de medula óssea (5-20%) [1,5,21,29] e em menor nº 
em pacientes transplantados de órgãos a tabela IV apresenta a incidência de 
aspergilose invasiva de acordo com a patologia de base. Nestes pacientes a 
incidência destas infecções é bimodal tendo os seus picos duas semanas após 
transplante e novamente após 3 meses [6]. 
 
Num estudo realizado entre1989 e 2003 em pacientes onco-hematológicos do 
Hospital Anderson Cancer Center, em Houston Texas, as AI documentadas 
obtiveram a prevalência de 31% tendo-se observado um aumento significativo 
de outros fungos filamentosos, nomeadamente Zygomicetes (p < 0,03) 
enquanto a prevalência de AI se manteve estável [29]. Ainda no mesmo estudo 
verificou-se que a maioria das infecções fúngicas invasivas obteve culturas 
negativas. O que sugere a necessidade de recorrer a outra metodologia de 
diagnóstico [28,29]. 
 
Tabela V Incidência de aspergilose invasiva de acordo com a patologia de base [25] 
Incidência de aspergilose invasiva de acordo com a patologia de base 
Leucemia e Linfoma  
Transplante de medula óssea 
alogénico 
Transplante de órgão sólido 
Infecção HIV 
Transplante de medula óssea 
autólogo 
Tumor de órgão sólido 
29% 
25% 
 
9% 
8% 
7% 
 
4% 
 
 
Aspergillus fumigatus é a espécie com maior dominância na Aspergilose 
invasiva [5,9,10], possívelmente devido à sua capacidade de adaptação 
térmica, (é um organismo termo tolerante com capacidade de crescer a 
temperaturas de 46ºC) e também devido às enzimas que produz 
nomeadamente elastase, que permitem a degradação dos tecidos. Outras 
espécies frequentemente implicadas na aspergilose invasiva são por ordem de 
frequencia: Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Aspergillus terreus. Tal como 
para outro tipo de infecções por microorganismos o conhecimento da espécie 
implicada é de extrema importância para o estabelecimento de uma terapia 
adequada. A maioria das espécies são sensíveis aos polienos no entanto 
Aspergillus terreus em sido apresentada como uma das espécies com 
resistencia a este grupo de antifúngicos, mas com sensibilidade ao voriconazol 
[8,10,11].  
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Um estudo retrospectivo de aspergilose invasiva por Aspergillus terreus, 
demonstrou que a administração de voriconazol reduziu a mortalidade (de 
73,4% para 55,8%) em 12 semanas quando comparado com outros 
antifúngicos incluindo polienos lipídicos e não lipídicos [11]. 
A aspergilose invasiva quando ocorre no 1 pico é normalmente devida à 
neutropenia prolongada no período imediato que segue o pós-transplante, 
enquanto a aspergilose que ocorre no segundo pico se deve à terapia por 
corticoesteroides para reacção tipo graft contra hospedeiro[27].  
 
Estabelecer o diagnóstico da Aspergilose invasiva em pacientes oncológicos ou 
sujeitos a transplante é uma tarefa que oferece algumas dificuldades sobretudo 
devido à extrema dificuldade de obtenção de culturas, o que pode levar ao 
estabelecimento de terapias inadequadas. Na maioria dos casos o diagnóstico 
é baseado numa combinação de factores clínicos, radiológicos, 
microbiológicos, e histopatológicos e também em factores do hospedeiro dos 
quais o mais importante é o nível de imunosupressão que se manifesta 
normalmente numa neutropenia profunda e prolongada. Na maioria dos casos 
a terapia antifúngica é iniciada empiricamente e o diagnóstico não fica definido 
[27,29]. 
 
Os diferentes critérios podem incluir, cultura positiva para Aspergillus spp. 
obtida a partir de local estéril, uma imagem radiológica anormal, e resultados 
histopatológicos de biopsia ou aspirado, com presença de hifas ramifiadas  
com ângulos de 45º, consistentes com o diagnóstico de Aspergillus. No entanto 
culturas positivas para Aspergillus em qualquer tipo de produto biológico 
proveniente desta população de doentes devem ser tidas em conta.  
 
De acordo com Yu et al. 17 de 17 pacientes com leucemia e/ou neutropenia 
com isolados positivos para Aspergillus nas secreções respiratórias 
desenvolveu aspergilose invasiva 16 em 17 foram fatais [13]. 
 
Nos últimos anos foram sendo sendo desenvolvidos métodos menos invasivos 
com a finalidade de melhorar o diagnóstico da aspergilose invasiva e reduzir a 
mortalidade associada à mesma, o uso de testes para detecção de antigénio 
(galactomanano) ou amplificação por PCR (polymerase chain reaction) para 
detecção de DNA é também descrito em diversos estudos no entanto os 
métodos moleculares continuam em avaliação não tendo sido ainda aprovados 
para o diagnóstico, foram desenvolvidos diversos estudos prospectivos para a 
sua validação, no entanto os métodos laboratoriais continuam aquém das 
necessidades do diagnóstico quer devido a reacções cruzadas quer devido a  
ao baixo limite de detecção. 
 
 
Em 2002, o  grupo de peritos da EORCT (European Organization for Research 
and Treatment of Câncer) e da MSG (Mycoses Study Group), estabeleceu o 
conjunto de critérios para o diagnóstico da Aspergilose invasiva que permitiu 
aos clínicos maior facilidade no diagnóstico da aspergilose [10,9,27,29] e que 
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se tornaram no gold standard para o diagnóstico da AI. As definições 
estabelecidas são úteis para  a validação dos resultados microbiológicos e nos 
ensaio clínicos, em que se faz a profilaxia com tratamento empirico e 
tratamento dirigido, no qual as definições AI comprovada ou provável são 
utilizados para valorizar a eficácia dos diferentes antifúngicos [27,29]. 
Actualmente os critérios encomtram-se me  revisão, por muitas vezes 
excluírem pacientes (com possível ou provável AI). No entanto os resultados 
encontram-se ainda em fase de publicação, tendo sido já discutidos em Turim 
no último congresso TIMM em Novembro de 2007 [29]. 
Os critérios estabelecidos apresentam algumas limitações, nomeadamente o 
facto de terem sido desenvolvidos para a sub população de doentes onco-
hematológicos e receptores de transplantes de medula óssea, não se podendo 
aplicar com rigor a outro tipo de populações (transplante de orgão sólido, 
pacientes com SIDA). 
Actualmente são necessário realizar estudos prospectivos mais amplos de 
modo a poder avaliar os critérios estabelecidos pela EORCT e NIAD tendo em 
conta que esses estudos não devem ser utilizados para tomar decisões clínicas 
ou para avaliar os pacientes com a finalidade de iniciar o tratamento [27,29]. 
 
Detecção do antigénio galactomanano  
 
A detecção de antigénio para o diagnóstico da aspergilose invasiva foi descrita 
na década de 70 com produção de anticorpos monoclonais, a criação de um 
ensaio padronizado e reprodutível aconteceu na década de 90 tendo sido 
disponibilizada para o diagnóstico na Europa há aproximadamente10 anos e 
nos E.U.A em 2003 [2]. Tem vindo a ser desenvolvidos diversos estudos para a 
compreensão do valor diagnóstico do galactomanano, tendo sido incluído como 
critério de diagnóstico pela EORCT/MSG em 2003. No entanto a decisão de 
monitorizar o galactomanano nas unidades hospitalares depende dos recursos 
e da incidência de aspergilose invasiva. 
 
O galactomanano é um polissacárido termo-estável componente da parede 
celular da maioria das espécies de Aspergillus spp. A molécula é composta por 
um núcleo de manano rodeado de cadeias laterais de tamanho variável 
imunoreactivas e que contém unidades de galactofuranosil. A composição do 
galactomanano varia consoante os géneros e as diferentes estirpes, bem como 
com as condições utilizadas na sua extracção e purificação.[21,23] 
 
A cinética da libertação do galactomanano ainda não está totalmente definida, 
o microambiente, o estado imunitário do hospedeiro e a patologia podem 
influenciar a libertação de galactomanano, no entanto a maioria dos estudos 
defende que a quantidade de galactomanano em circulação é proporcional à 
quantidade de material fúngico presente nos tecidos, sendo libertado para a 
circulação em diferentes quantidades no decurso de uma Aspergilose invasiva.  
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A detecção de galactomanano pelo método de imunoenzimático (ELISA) 
Platelia Aspergillus – Biorad , tem sido descrita por diversos autores como 
uma técnica útil no diagnóstico da Aspergilose em fase inicial de 
infecção[27,29].  
 
Esta técnica apresenta algumas limitações, tendo sido descritos casos de 
falsos positivos, em doentes neutropénicos e receptores de medula óssea (6 a 
8%), em transplantados de fígado (13%) e em transplantados de pulmão (20%) 
bem como casos de resultados falsos positivos, devido a interacção com alguns 
fármacos frequentemente administrados como o Tazobactam e a peperacilina 
[27,29], por outro lado o desempenho da técnica não foi ainda bem 
estabelecido na população pediátrica e neonatal.  
Em doentes sem evidência clínica de Aspergilose invasiva as reacções 
positivas devem ser interpretadas com maior cuidado sobretudo na população 
pediátrica ou em doentes com alterações da barreira intestinal devido à 
possivel interacção com a galactofuranose presente em alguns alimentos 
(cereais e derivados). 
 
Diversos estudos sobre os diferentes factores que podem afectar a 
sensibilidade do teste ELISA Platellia-Aspergillus tem sido publicados, de 
acordo com publicações mais recentes a sensibilidade do teste na Aspergilose 
comprovada é de 0,73 e a especificidade é 0,81, enquanto para a aspergilose 
possível ou provável a sensibilidade é 0,69 e a especificidade é 0,89 o que 
torna este teste útil para diagnóstico da aspergilose invasiva numa fase inicial 
mas menos útil na monitorização da doença [27,29,32,44]. Estes valores no 
entanto apresentam grandes variações consoante o grupo de pacientes 
estudado e com a patologia subjacente, e ainda com a terapia antifúngica 
administrada, certos antifúngicos podem baixar a sensibilidade do ensaio para 
pesquisa de galactomanano[7]. Tem havido um esforço considerável para 
estabelecer o valor apropriado do cut-off da ELISA para pesquisa de GM de 
modo a optimizar a sensibilidade e a especificidade do ensaio. O cut-off de 1.5 
ng/l inicialmente recomendado pela Biorad Europeia e utilizado em numerosos 
estudos foi revisto, sendo o cut-off actualmente recomendado 0.5 ng/l pelas 
diversas associações FDA e EORCT este valor permitiu aumentar a 
sensibilidade do em cerca de 21 % à custa de uma redução da especificidade 
de 7%.[27,32], verificou-se em estudos efectuados após alteração deste valor, 
que em 65 % dos pacientes, o galactomanano positiva uma semana antes de 
se estabelecer o diagnóstico da AI e em 79,5% positiva na mesma semana 
[27,29]. 
 
Apesar das limitações descritas a técnica de ELISA permite detectar pequenas 
quantidades de galactomanano (1 ng), sendo útil para a monitorização da 
eficácia terapêutica em pacientes adultos, diversos estudos referem a no adulto 
existe forte correlação entre Index do GM e a sobrevivência do paciente, sendo 
que os valores do Index de GM baixam rapidamente quando o tratamento é 
eficaz. [27,29,35]. Tem vantagem relativamente a outras técnicas como 
biópsias ou aspirados por se tratar de uma técnica não invasiva e por isso 
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passível de ser utilizada em doentes neutropénicos. O facto de se tratar de um 
kit comercial recomendado pela EORCT/MSG e FDA, permite  a uniformização 
e reprodutibilidade dos resultados, sendo desde modo a técnica laboratorial de 
1ª escolha para diagnóstico da Aspergilose invasiva, no entanto será 
necessário a realização de maior nº de estudos prospectivos em populações 
distintas de pacientes imunodeprimidos de modo a estabelecer o possível valor 
da antigenémia em cada grupo. Deste modo é importante conhecer o valor da 
incidência da aspergilose invasiva em cada grupo uma vez que uma incidência 
baixa afecta os valores predictivos positivo e negativo, sendo que para a 
realização deste tipo de estudo a prevalência da AI não seja inferior a 10% 
[27,29]. 
 
 
O ensaio imunoenzimático ELISA em sandwich Platelia Aspergillus Biorad  
utiliza o anticorpo monoclonal EBA-2 dirigido contra o antigénio galactomanano 
de Aspergillus, este anticorpo é produzido a partir de ratos imunizados com 
extrato micélio de Aspergillus fumigatus e reconhece o epítopo galactomanano 
que contém,  (15) galactofuranose. O anticorpo reage com várias espécies 
de Aspergillus, incluindo Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, A. níger, A. 
versicolor e A. terrestre, e com exoantigenos de várias outras espécies 
nomeadamente Penicillium digitatum, Trichophyton rubrum e T. interdigital, 
entre outros [4]  
 
 
Figura 13 Esquema representativo do ensaio ELISA sandwich 
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A reacção processa-se nos poços da microplaca sensibilizados com o 
anticorpo monoclonal ao qual se liga antigénio galactomanano quando 
presente.Com a adição de conjugado (anticorpo monoclonal marcado com a 
enzima peroxidase) forma-se o imunocomplexo (enzima-anticorpo-antigénio), 
os poços são lavados para remover todo o material que não se encontre ligado. 
Após a adição de substrato a enzima do imnocomplexo reage dando origem à 
cor azul a actividade da enzima é finalizada após adição de ácido dando 
origem à cor amarela. A densidade óptica das amostras e dos controlos é 
determinada com um espectrofotómetro.  
 
 
 
Métodos moleculares para o diagnóstico da Aspergilose invasiva 
 
A técnica de PCR descrita em 1983 por Kary Mullis tem vindo a ser utilizada na 
detecção e identificação de diversos microorganismos. 
 
Nos últimos anos têm vindo a ser desenvolvidos diversos estudos para a 
detecção de DNA de Aspergillus por reacção em cadeia da polimerase (PCR), 
a inexistência de kits comercializados não permitiu a utilização desta técnica no 
diagnóstico laboratorial. Inicialmente os estudos incidiram sobretudo na 
detecção de DNA de Aspergillus e mais recentemente na pesquisa de DNA 
fúngico para o diagnóstico de infecções invasivas por outros fungos 
filamentosos, nomeadamente do género Candida e da ordem Mucorales [27]. 
 
Dado não existirem até recentemente, técnicas comercializadas, os estudos 
têm sido realizados com técnicas desenvolvidas pelos laboratórios, o que 
dificulta a comparação de resultados. A detecção do DNA fúngico pode ser 
efectuada a partir de diferentes amostras, nomeadamente amostras 
respiratórias, no entanto estas têm como desvantagem a impossibilidade 
distinguir entre um infecção invasiva e uma contaminação, as amostras de 
sangue (total, soro ou plasma) têm sido descritas pela maioria dos autores 
[33,37,43,44,60] como a amostra ideal para o diagnóstico da aspergilose 
invasiva. 
 
 
A técnica de PCR tem sido descrita, como sendo 20 vezes mais sensível que a 
cultura [1] permitindo detectar 1-5 u.f.c./ml. Os estudos comparativos das 
técnicas de PCR com a monitorização de galactomanano por Platellia 
Aspergillus não são conclusivos de acordo com Kami et al.[33] a técnica de 
PCR tempo real demostrou maior sensibilidade quando comparada com a 
detecção de GM por Platellia Aspergillus, no entanto outros autores defendem 
o contrário, apresentado maiores valores de sensibilidade para o teste de 
ELISA [60], assim a falta de uniformização dos resultados tem sido a principal 
barreira para a aplicação generalizada das técnicas por PCR ao diagnóstico 
das infecções fúngicas. 
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Tabela VI Comparação da técnica  PCR tempo real com os niveis séricos de galactomanano de 
acordo com Kami et al. .[33]. 
 
 
Os genes do RNA ribossómico (rDNA) dos fungos são uma família de genes 
multicópia que contém sequencias de DNA idênticas com cerca de 8-12 Kb 
cada (figura 1). Cada unidade de repetição contém regiões codificantes para 
um transcripto principal (contendo o rRNA para um único ribossoma) essas 
regiões são interrompidas por uma ou mais regiões espacejadoras intergénicas 
(IGS), em alguns grupos (maioria dos basidiomicetes e leveduras ascomicetes) 
cada repetição tem ainda uma região transcriptora codificante para o 5S RNA 
cuja posição e direcção da transcrição pode variar consoante o grupo [36,61]. 
 
 
 
 
Figura 14 Esquema ilustrativo da disposição das unidades de repetição doNA. Adaptado de 
Vilgalys lab, Duke University 
 
 
As regiões ITS são actualmente as regiões fúngicas mais sequenciadas, sendo 
especialmente úteis em sistemática molecular permitindo distinguir entre 
espécies ou mesmo dentro da espécie (para identificar variedades 
geográficas). Os primers para a subunidade 18S do rRNA são também muito 
utilizados para a detecção de DNA fúngico por serem regiões conservadas 
partilhadas pela maioria dos fungos. Existem diversos primers publicados para 
a amplificação de diversas zonas do genoma fúngico tendo os autores 
disponibilizado para utilização a nível da taxonomia quer a nível do diagnóstico 
a escolha da metodologia.  
 
 Sensibilidade (%) Especificidade(%) 
PCR 79 97 
Platellia Aspergillus 58 97 
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Para o diagnóstico das infecções fúngicas é necessário um primer que seja 
suficientemente específico para o género em causa e que quando utilizado com 
técnica suficientemente sensível permita a detecção de pequenas quantidades 
de DNA. 
 
A necessidade de dar uma resposta à problemática existente relativamente ao 
diagnóstico da Aspergilose invasiva, levou-nos a delinear uma estratégia de 
estudo de diversas sequências iniciadoras assente na revisão bibliográfica.   
 
Assim foram sendo escolhidas diversas sequências iniciadoras descritas na 
bibliografia que após análise mais detalhada foi sendo posta de lado quer por 
não obedecer aos critérios exigidos quanto à sua especificidade, quer por se 
verificar após diversas tentativas de optimização não serem suficientemente 
sensíveis para detectar a pequenas quantidade DNA. Este estudo teve o seu 
inicio em 2005 [33,38,42,43,44,61] tendo dado origem a a uma comunicação 
[46] e duas teses de licenciatura [45,] que permitiram a optimização das 
condições de PCR para alguns dos primers e a refutação de outros. Neste 
trabalho apresento os passos dados ao longo destes dois anos e a aplicação 
das técnicas moleculares ao diagnóstico da infecção fúngica invasiva na 
população de doentes transplantados de medula óssea.  
 
 
 
PCR em tempo real 
O PCR Tempo Real é uma técnica com grande sensibilidade que permite a 
amplificação e quantificação de uma sequência alvo com a detecção dos 
produtos de amplificação em tempo real. Esta técnica permite ainda a 
quantificação do DNA, cDNA e RNA presente inicialmente na amostra pelo que 
poderá ser extremamente útil com técnica de diagnóstico. 
 
A fluorescência é medida em cada ciclo sendo o aumento da fluorescência 
proporcional à quantidade de produto de PCR, a fluorescência pode ser medida 
utilizando corantes fluorescentes que intercalam com a cadeia dupla de DNA 
como o SYBR Green ou sondas específicas marcadas com fluorocromos. 
 
Os corantes que intercalam com a cadeia dupla de DNA (tipo SYBR Green) 
intercalam com a moléculas de DNA em cadeia dupla, emitindo um sinal 
fluorescente a um determinado comprimento de onda (Fig. 15). No caso do 
Sybr-Green a excitação e emissão máxima são 494 nm e 521 nm 
respectivamente, sendo compatíveis com qualquer termociclador tempo real. A 
detecção ocorre durante a extensão, o sinal emitido aumenta com o nº de 
ciclos devido à acumulação de produto. Estes corantes fluorescentes têm a 
vantagem de poderem ser utilizados para diferentes sequências alvo, sem 
necessidade de serem sintetizadas sondas específicas marcadas com 
fluorocromos. No entanto esta técnica tem como desvantagem o corante 
intercalar com outros produtos de cadeia dupla, tal como os dímeros de primers 
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que também contribuem para o sinal fluorescente, sendo assim necessário 
utilizar sondas com grande específicidade.  
 
 
 
 
 
 
Figura 15 Príncipio das sondas tipo SYBR green na detecção de produtos de PCR tempo Real. 
 
As sondas marcadas com fluorocromos, tornam este método sensível, também 
específico uma vez que apenas produto de PCR proveniente da sequência alvo 
é detectado. No entanto a amplificação poderá dar origem a outros produtos de 
PCR não específicos o que pode resultar num baixo rendimento da reacção de 
amplificação das sequências alvo resultantes da competição entre o produto 
específico e os artefactos de amplificação. Existem vários tipos de sondas 
marcadas, sondas TaqMan, sondas FRET e Sondas tipo Molecular Beacons, 
cada tipo assenta em diferentes princípios para a emissão de fluorescência 
[37]. 
 
As sondas tipoTaqMan, são sondas oligonucleotídicas que contém um 
fluoróforo e um corante quencher, o fluoróforo está ligado à extremidade 5’ da 
sonda e o quencher está localizado na extremidade 3’. Durante a fase de 
annealing/extensão da reacção PCR a sonda é clivada pela acção 5’→3’   
exonuclease da Taq DNA polimerase, separando o quencher do fluoróforo o 
que resulta na emissão de fluorescência, proporcional à quantidade de produto 
de PCR acumulado. (fig. 16). 
 
SYBR Green 
                                                                                                                   Enquadramento teórico 
 
26 
 
 
Figura 16 Esquema ilustrativo do mecanismo de emissão de fluorescência com sondas tipo 
TaqMan.  
 
 
O PCR com sondas FRET (fluorescence resonance energy transfer) como as 
utilizadas no Light Cycler utiliza duas sondas oligonucleotídicas marcadas 
que se ligam ao produto de amplificação da cabeça para a cauda.  
Quando as duas sondas se ligam os seus fluoróforos ficam próximos 
permitindo a transferencia de energia de um fluoróforo dador para outro 
fluoróforo receptor (Fig. 17). 
A fluorescência é detectada na fase de annealling da reacção de PCR, sendo 
proporcional à quantidade de produto, estas sondas contém normalmente 
corantes que são apenas compatíveis com a tecnologia Light Cycler. Como 
este sistema utiliza dois primers e duas sondas é essencial um bom desenho 
das sondas e dos primers a utilizar. 
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Figura 17 Ilustração do principio das sondas FRET na detecção de fluorescênciapor PCR 
tempo Real.  
 
 
O sistema de sondas tipo Molecular Beacons utiliza sondas com marcação 
dupla em que o fluoróforo se encontra na extremidade 5’ e o quencher na 
extremidade 3’. As sondas são desenhadas de modo a que as extremidades 
sejam complementares. Quando a sonda se encontra em solução as duas 
extremidades hibridam formando uma estrutura em anel, em que o fluoróforo e 
o quencher se encontram próximos e que capta facilmente o sinal de 
fluorescência. Quando a sonda se liga à sequência alvo o anel abre, separando 
o fluoróforo do quencher (fig. 18) gerando um sinal de fluorescência durante a 
fase de annealing que é proporcional à quantidade de produto de PCR, este 
sistema dificulta o desenho das sondas [37]. 
 
 
 
 
Figura 18 Principio das sondas tipo Molecular Beacon na detecçãode fluorescência por PCR 
Tempo Real. Quando não está ligada a sonda tem forma de anel a proximidade do quencher e 
do fluoróforo impede a emissão de fluorescência. Quando a sonda hibrida com a sequência 
alvo a sonda abre e ocorre emissão de fluorescência. 
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Existem vários tipos de corantes que podem ser utilizados para a técnica de 
PCR tempo real e que estão resumidos na tabela 1 os espectros de emissão 
das sondas escolhidas devem ser suficientemente distintos uma da outra e 
compatíveis com os critérios de excitação e detecção do termociclador (Tabela 
VI). 
 
Tabela VII Corantes mais frequentemente utilizados para técnica quantitativa de PCR tempo 
real adaptado [5]. 
Corante Excitação máxima (nm) Emissão máxima 
Fluresceina 490 513 
Oregon Green 492 517 
FAM 494 518 
SYBR Green I 494 521 
TET 521 538 
JOE 520 548 
VIC 538 552 
Yakima Yellow 526 552 
HEX 535 553 
Cy33 552 570 
TAMRA 560 582 
CY35 588 604 
ROX 587 607 
Texas Red 596 615 
Light Cycler Red 640 625 640 
Cy5 643 667 
 
 
A análise dos resultados obtidos da reacção de amplificação por PCR Tempo 
Real compreende diversas etapas para a validação do método e quantificação 
dos produtos de amplificação.  
 
Assim é necessário (i) estabelecer o valor do Threshold (ii) estabelecer o nível 
Baseline (iii) Determinar o valor de Ct que permite quantificar o DNA presente 
na amostra no ínicio da reacção, (iv) estabelecer a curva padrão, esta curva é 
produzida com os valores de Ct para cada diluição do calibrador numa escala 
logarítmica, cada curva padrão deve ser validada e o declive deve ser da 
ordem de – 3,3 a –3,8. As curvas cujos declives difiram destes valores deverão 
ser rejeitadas. 
 
O declive da curva padrão indica a eficiência da reacção um declive de –3,2 
indica uma eficiência de 1 (100%) ou seja a quantidade de DNA duplica a cada 
ciclo, quando o declive é menor que – 3,8 indica que a reacção tem uma 
eficiência menor que 1 (<100%), normalmente a eficiência de 100% não é 
atingida devido a limitações experimentais.  
 
Por fim, as sequencias dos ácidos nucleicos alvo podem ser quantificadas 
usando a quantificação absoluta ou a quantificação relativa. A quantificação 
absoluta determina a quantidade absoluta de sequências (expressa em nº de 
cópias ou concentração) enquanto a quantificação relativa determina a razão 
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entre a quantidade de sequência alvo e uma molécula de referência endógena 
com valor normalizado.  
 
Os dados da amplificação em tempo real são apresentados em forma de 
gráfico sigmoidal em que a fluorescência aumenta com o nº de ciclos.  
 
 
 
Figura 19 Curva PCR tempo real adaptado de www.ncbi.nlm.nih.gov 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Threshold é um valor de fluorescência arbitrário escolhido com base no baseline.Um 
sinal que seja detectado acima do threshold é considerado válido e pode ser usado para 
estabelecer o ciclo threshold (Ct) da amostra o Threshold pode ser ajustado em cada 
ensaio de modo a situar-se na zona em que a amplificação está na fase exponencial ao 
longo das várias curvas. 
 
Baseline, é definido como os ciclos de PCR em que existe sinal de fluorescência mas 
abaixo dos limites de detecção do instrumento. 
 
Ct é definido como o ciclo em que a fluorescência detectada se encontra acima do valor 
do threshold. É o princípio básico do PCR Tempo real quedeterminar a quantidade e 
sequência presente nas amostras no ínicio da reacção.  
 
Rn é o aumento do sinal de fluorescência a cada tempo da reacção. Os valores de Rn 
Tabela VIII Definição de termos utilizados no PCR tempo real quantitativo. 
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Infecções nosocomiais 
 
Ao longo dos últimos anos, tem-se verificado um aumento da incidência de 
infecções nosocomiais a fungos. Os factores responsáveis pelo aumento deste 
tipo de infecções, incluem o aumento da população idosa devido ao avanço da 
medicina, o aumento de doenças oncológicas e as terapias associadas, 
nomeadamente o maior n.º de transplantes de órgãos sólidos e de medula 
óssea. A tendência para o aumento destes e de outros factores levam diversos 
autores a preverem uma maior frequência de infecções nosocomiais a fungos 
nos anos futuros. [14,27]. 
A taxa de infecções nosocomiais a fungos, era de 2 /1000 nos E.U.A na década 
de 1980 e de 3,8 /1000 em 1990 estima-se que esta taxa, tenha subido nos 
últimos anos [11]. Candida spp. é o agente fúngico mais frequente das 
infecções nosocomiais a fungos e de acordo com dados do NNIS o quarto 
organismo mais comum em infecções nosocomiais da corrente sanguínea em 
1990 [4]. No entanto em estudos mais recentes Candida spp. ocorre em 3º 
lugar, sendo apenas ultrapassada por Staphylococcus epidermitis e 
Staphylococcus aureus [9,14,27].  
 
O segundo agente mais frequente, Aspergillus spp. tende a ocorrer em 
pacientes com maior grau de imunossupressão, afecta mais frequentemente 
doentes hematológicos e transplantados de orgãos  e medula óssea (sobretudo 
transplante alogénico), a incidência de infecções nososcomias a Aspergillus 
nos E.U.A é 5 para 100,000 [1,9,14,27]., no entanto o prognóstico da 
aspergilose invasiva é bem mais severo quando comparado com as infecções 
da corrente sanguínea por Candida e diversos estudos relatam taxas de 
mortalidade >45% e até 85% [27]. Finalmente organismos como Mucorales, 
Fusarium entre outros fungos filamentosos (Scedosporium) são menos comuns 
e ocorrem sobretudo em pacientes com quadros de imunossupressão grave, 
ou que se mantém por períodos longos [1,5,14]. 
 
O modo de infecção varia consoante o organismo patogénico envolvido, a 
infecção por Candida spp. é principalmente de origem endógena, no entanto a 
contaminação por estirpes provenientes das mãos pessoal prestador de 
cuidados, ou de parentes, bem como de material contaminado, tem sido 
demonstrado por diversos autores. A infecção por Aspergillus é exógena e 
ocorre sobretudo devido à inalação dos esporos, embora possa também 
ocorrer por inoculação (válvulas cardíacas, contaminação pós operatória). 
A manutenção da boa qualidade do ar, contribui para reduzir substancialmente 
a incidência de infecções fúngicas invasivas [54]. 
 
As comissões de infecção hospitalar estão cada vez mais sensibilizadas para a 
importância de Aspergillus sp. como agente de infecção nosocomial. Este 
género sendo considerado um contaminante comum em laboratórios, pode 
existir também no ambiente hospitalar, o aumento da densidade dos esporos 
no ar tem sido documentada por diversos autores, sendo associado adiversos 
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factores, (ar não filtrado, sistemas de ventilação, pó contaminado durante obras 
de construção ou remodelação, alcatifas, alimentos, água e plantas) [1,9,27]. 
A estratégia para reduzir o risco de infecções por fungos ambientais, é 
recomendada em zonas de maior risco (unidades de transplante de medula, 
salas de cirugia), as recomendações incluem, i)uso de filtros HEPA para 
filtração do ar que entra nas unidades, ii) fluxo de ar direcionado, iii) pressão 
positiva nas enfermarias relativamente aos corredores, iiii) salas seladas iv) 
mudança do ar frequente[17,54]. 
 
As recomendações do CDC para a política hospitalar, relativamente às 
infecções nososcomiais incluem a menor exposição dos pacientes de elevado 
risco a potenciais fontes de esporos de Aspergillus, tais como obras de 
remodelação, actividades de limpeza, plantas e flores. A monitorização da 
qualidade do ar pela contagem de esporos é também recomendável. 
Quando ocorra um caso de infecção nososcomial por Aspergillus spp. as 
recomendações do CDC, são a pesquisa prospectiva de infecção nos restantes 
pacientes hospitalizados, com a revisão retrospectiva dos resultados da  
microbiologia [17,54]. 
 
 
Avaliação da qualidade ambiental no ambiente hospitalar 
 
A qualidade do ar interior, pode ser alterada por diversos factores, 
nomeadamente devido à libertação de compostos voláteis, libertados a partir 
dos revestimentos das paredes ou pavimentos, ou ao mobiliário, ventilação 
inadequada ou insuficiente, temperatura e humidade, contaminação por 
microorganismos sobretudo fungos [56]. 
 
Mais de oitenta espécies fúngicas estão associadas a sintomas de alergias do 
tracto respiratório [53], sendo os principais géneros Penicillium spp., 
Aspergillus spp., Cladosporium spp., Alternaria spp. [56]. 
 
A qualidade do ar interior em unidades hospitalares tem vindo ser um ponto de 
extrema importância, sobretudo devido ao aumento da incidência de 
aspergilose. Esta micose como foi já referido anteriormente representa um 
problema, sobretudo em pacientes transplantados, devido à elevada taxa de 
mortalidade associada. Apesar dos progressos efectuados ao nível da 
terapêutica com a introdução de novos fármacos como o voriconazol e o 
posaconazol, a elevada mortalidade bem como os elevados custos associado à 
terapia, tem focado a atenção na importância da prevenção e no conhecimento 
da epidemiologia de Aspergillus spp. Pouco se sabe sobre a epidemiologia 
deste tipo de organismos potencialmente patogénicos a nivel nacional, os 
dados existentes referem sobretudo a situação europeia. 
 
A aspergilose invasiva afecta sobretudo um a população que ínclui um, ou mais 
factores e risco, como longos períodos de internamento, antibioterapia 
prolongada, elevada neutropenia. O modo de infecção é sobretudo a inalação 
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de esporos (estima-se que sejam inalados cerca de 200 esporos de Aspergillus 
/dia dos quais cerca de 7 chegam aos álveolos) deve ser tido em atenção a 
exposição destes pacientes a esporos de fungos filamentosos [57,59].  
 
Medidas de prevenção adequadas podem representar um modo efectivo de 
diminuir a incidência este tipo de micose [49]. Estas medidas incluem o 
controle de potenciais fontes de infecção endógena e exógena, e a 
monitorização regular de fungos filamentosos no ar do ambiente hospitalar, 
durante os períodos de hospitalização, com a contagem do nº de esporos e das 
espécies predominantes e eventual monitorização de outras fontes de 
contaminação ambiental como superfícies e água. 
 
Existem vários métodos disponíveis para a recolha e contagem de partículas 
viáveis em suspensão. A selecção de um método ou aparelho de recolha 
depende do objectivo do ensaio[51]. 
 
As técnicas para amostragem podem ser de dois tipos (i) amostragem passiva 
(placas de sedimentação) e (ii) amostragem activa com aparelhos para recolha 
de ar [51]. 
 
A selecção do tipo de amostragem deve ter em atenção vários factores, que 
podem influenciar a viabilidade das partículas, assim deverá ser tido em conta 
na escolha do aparelho colector, o tipo e tamanho das partículas a serem 
amostradas, a sensibilidade das partículas ao procedimento de amostragem, a 
concentração esperada de partículas viáveis, a capacidade de detectar níveis 
baixos ou elevados de partículas em suspensão, meio de cultura apropriado, o 
tempo e duração da amostragem, condições ambientais do local de 
amostragem, bem como outro tipo de características referentes ao aparelho 
tais como, a taxa de sucção ou a facilidade de desinfecção[47, 52]. 
 
Para a monitorização da qualidade microbiológica do ar em de áreas de risco, é 
recomendado uma amostragem tipo activa, sendo nos locais com baixo nível 
de biocontaminação, tais como salas limpas, recomendado o uso de aparelhos 
tipo filtração ou de impacto. 
 
Nos aparelhos tipo impacto, a velocidade do ar que atinge o meio de cultura, 
deve ser suficientemente elevada, para permitir a sucção de partículas com 
dimensões <1µm e suficientemente baixa evitar danos mecânicos, de modo a 
assegurar a viabilidade das partículas. Por outro lado, o volume de ar deve ser 
suficiente, para permitir detectar níveis baixos de biocontaminação e por outro 
evitar possíveis danos (físicos ou químicos) ao meio de cultura, assim, o 
aparelho deve permitir a colheita de 1 m3 de ar em tempo razoável, sem causar 
desidratação significativa ao meio de cultura, os resultados deverão ser 
expressos em número de partículas viáveis por m3 [51,52,54]. 
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A monitorização da biocontaminação de superfícies, pode quando aplicado por 
rotina, fornecer informação útil relativamente ao nível de biocontaminação, 
baseando-se na recolha de amostras representativas para detecção de 
partícula viáveis.  
A contagem dos microorganismos presentes numa superfície, em determinada 
data pode ser realizada por zaragatoa embebida em solução estéril, ou 
recorrendo placas de contacto com meio de cultura adequado ao isolamento 
dos microrganismos a determinar. As placas de contacto, fornecem uma 
imagem tipo espelho da superfície a analisar, no entanto podem ter como 
desvantagem a sobreposição de colónias, quando ocorram superfícies muito 
contaminadas. As zaragatoas permitem a colheita em pontos irregulares e 
quando a recolha seja feita em áreas delimitadas com dimensão conhecida, 
podem fornecer ponto de comparação entre amostras. A contagem do número 
de partículas viáveis em superfícies, deve ser expresso em númeroro de 
partículas viáveis por dm2 [51,52,54 ]. 
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Objectivos 
 
A Aspergilose invasiva é uma infecção oportunista, que representa um grave 
problema de saúde pública em pacientes imunodeprimidos, pela elevada 
mortalidade. 
A elevada taxa de mortalidade associada a esta infecção resulta em parte na 
dificuldade em estabelecer um diagnóstico definitivo numa fase inicial da 
doença, sobretudo em doentes sujeitos a terapia imunosupressora de longa 
duração. 
Embora exista uma metodologia de diagnóstico aprovada internacionalmente, 
esta envolve procedimentos com baixa sensibilidade ou que recorrem a 
técnicas invasivas para a obtenção de espécimen para cultura, ou exame 
histológico. Este tipo de procedimento é limitado em pacientes com quadro de 
neutropenia grave. 
Diversos estudos têm sido publicados relativamente a outros métodos de 
diagnóstico da Aspergilose invasiva, nomeadamente recorrendo à detecção do 
antigénio de Aspergillus por métodos imunoenzimáticos ou do DNA fúngico por 
métodos moleculares, no entanto estes métodos carecem de uniformização e 
apresentam resultados diferentes consoante o país e a população estudada. 
Existem poucos estudos publicados em Portugal sobre a prevalência/ 
incidência da aspergilose invasiva, ou sobre a metodologia de diagnóstico da 
mesma. 
Assim neste trabalho, propõe-se realizar um estudo no âmbito da aspergilose 
invasiva em doentes transplantados de medula óssea do Hospital Francisco 
Gentil de Lisboa, de modo a caracterizar a infecção neste grupo de pacientes. 
Para esse efeito foram estabelecidos os seguintes objectivos específicos: 
 
i) Conhecer a incidência e mortalidade associada a aspergilose 
invasiva numa população de doentes transplantados de medula 
óssea, bem como avaliar o método imunoenzimático (ELISA) Platelia 
Aspergillus para pesquisa de galactomanano quanto ao seu valor de 
diagnóstico nesta população. 
 
ii) Avaliar diferentes métodos para detecção do DNA fúngico quanto à 
sua aplicabilidade ao diagnóstico da Aspergilose invasiva. 
 
 
iii) Caracterizar o ambiente hospitalar da unidade de transplantes de 
medula óssea quanto à sua qualidade micológica. 
 
iv) Contribuir para a definição de uma estratégia de diagnóstico / 
prevenção da aspergilose invasiva. 
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A estratégia adoptada é resumida nas diferentes etapas: 
 
 - Monitorização do galactomanano na população de doentes transplantados. 
 
- Caracterização do perfil clínico dos pacientes através de protocolo clínico. 
 
- Testar diferentes sondas descritas na bibliografia para amplificação por PCR 
do DNA de Aspergillus, quanto á sua sensibilidade e especificidade. 
 
- Aplicação das técnicas moleculares (estudadas e comerciais) à detecção de  
DNA de Aspergillus sp. na população de doentes transplantados. 
 
- Recolha e processamento de amostras ambientais das enfermarias UTM (ar e 
superfícies). 
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2. Material e métodos 
 
2.1 Monitorização dos níveis séricos de galactomanano pelo método 
ELISA (Platellia Aspergillus- Biorad). 
 
2.1.1 População do estudo  
 
Durante o período de Julho a Dezembro de 2005, foi submetida a vigilância 
para a detecção de aspergilose invasiva, a população de doentes da unidade 
hospitalar de transplantes de medula óssea do Hospital Francisco Gentil de 
Lisboa, para monitorização do nível de galactomanano (GM). A população 
estudada, incluíu pacientes portadores de leucemia mieloide aguda (LMA), 
leucemia mieloide crónica (LMC), Linfoma não Hodgkin (LNH), Doença de 
Hodgkin (DH), Tumor sólido (TS), Mieloma múltiplo (MM), transplantados ou a 
receber tratamento com quimioterapia. A média de idades da população 
estudada é 35,6 anos variando de 5 a 63 anos. 
 
Os pacientes em neutropenia, encontravam-se sujeitos a terapia profiláctica 
inicial com itraconazol, seguido de fluconazol ou combinado com Anfotericina 
B, o itraconazol era administrado durante maior período, em pacientes 
submetidos a terapia imunossupressiva prolongada. 
A administração de antibióticos de largo espectro, foi iniciada na ocorrência de 
qualquer febre em neutropenia, de acordo com critérios estabelecidos 
internacionalmente. Para imunosupressão era efectuada a administração de 
tacrolimus e prednisona.  
 
Durante a hospitalização, o quadro clínico dos pacientes foi sendo monitorizado 
(exames radiológicos, culturas de produtos biológicos, culturas do lavado 
bronco alveolar, hemogramas), antes do início de qualquer antibioterapia foram 
realizadas hemoculturas para pesquisa de fungos bactérias e mycobactérias. O 
perfil clínico dos pacientes foi desenhado, construindo um protocolo clínico 
para registo de dados (dos quais constam sexo, idade, patologia de base, data 
e tipo de transplante, período de neutropenia, temperatura, culturas positivas). 
A monitorização semanal de GM foi realizada sempre que o paciente 
apresentou um ou mais sinais clínicos compatíveis com infecção fúngica, 
nomeadamente (febre> 38ºC), neutropenia <500 neutrófilos, culturas positivas 
para fungos) e até ao desaparecimento dos sinais ou até à identificação da 
causa desse episódio. 
 
O presente estudo revelou algumas questões de índole ética, quer ao longo da 
recolha de dados clínicos, quer durante a discussão e apresentação dos 
resultados. Neste sentido os autores do estudo tomaram as medidas 
necessárias para dar a resposta mais adequada ao conjunto de princípios e 
direitos fundamentais, verificados na presente investigação. Assim foi 
assegurado que a identidade do índividuo não seria associado aos resultados 
apresentados, tendo sido mantido o direito à confidencialidade dos mesmos. 
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2.1.2 Colheita e processamento das amostras 
 
Ao longo deste período foi colhida semanalmente por punção venosa em 
condições de esterilidade, duas amostras de 5 a 7 ml de sangue total para tubo 
seco e tubo contendo EDTA. O soro foi obtido pela centrifugação a 6000 g do 
tubo seco e quando não processado imediatamente, conservado a -30ºC até a 
data da execução do ensaio. O sangue com EDTA foi conservado à 
temperatura de -70ºC para posterior extracção do DNA. 
 
2.1.3 Procedimento de ELISA 
 
O ensaio foi realizado utilizando o teste Platelia Aspergillus Biorad 
obedecendo às instruções do fabricante. As amostras de soro foram aquecidas 
a 100ºC durante 3 minutos na presença de ácido etileno amino-tetra-acético 
(EDTA), para dissociar os imunocomplexo e destruir substâncias interferentes. 
O coágulo resultante foi centrifugado a 10 000x g por 10 min. e o sobrenadante 
removido. Ao longo de todo o procedimento foram asseguradas condições de 
assepsia para evitar possíveis contaminações. 
O teste foi realizado adicionando 50 µl do complexo anticorpo – peroxidase 
(conjugado), a 50 µl de soro tratado, a reacção ocorre nos poços revestidos da 
microplaca, e a incubação é feita a 37ºC durante 90 min. Após incubação 
microplaca é aspirada e lavada 5 vezes com 370µl de tampão Tris NaCl (pH 
7.4) (lavador PW41- Biorad) de modo a remover todo o material que não se 
encontre ligado, é adicionado 200µl do substrato tetrametilbenzidina (TMB) e a 
microplaca é incubada 30ºC durante 30 min. Se o antigénio estiver presente 
forma-se a cor azul. A reacção enzimática é finalizada pela adição de H2SO4 e 
a côr muda para amarelo. A leitura da densidade óptica é realizada a 450 nm e 
620/630 nm, após o último passo (leitor de densidade óptica PR300-Biorad). 
Em cada ensaio foi delineada a distribuição das amostras e controlos 
fornecidos pelo kit, tendo sido sempre realizado em cada ensaio, o controlo 
negativo (R3), o controlo Positivo (R5) e o controlo cut-off (R4) realizado em 
duplicado. 
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As amostras com o índex> 0,5 foram submetidas a novo ensaio confirmatório e 
consideradas positivas (tabela III), o resultado do ensaio foi considerado 
positivo sempre que em duas amostras consecutivas se obteve índex> 0,5, de 
acordo bula dos kits utilizados [23]. A validação do ensaio foi realizada 
cumprindo a instrução do fabricante Tabela VIII.  
 
 
Tabela IX Valores dos controlos para validação do ensaio Platellia Aspergillus Biorad 
Controlo Cut/off (Densidade optica) ≥0.3 e < 0.8 
Controlo Positivo(Densidade optica) D.O do controlopositivo R5>2 
Média da D.O do Cut/off 
Controlo Negativo (Densidade optica) D.O do controlo negativo R3 <0,4 
Média da D.O do Cut/off 
 
2.1.4 Definição de casos positivos 
 
Para cada episódio de tratamento o diagnóstico da aspergilose invasiva foi 
estabelecido de acordo com os critérios publicados pela EORCT / MSG 
(European Organization for reseach and Treatment of Cancer/Invasive Fungal 
Infections) e Mycoses Study Group (MSG) para infecções fúngicas invasivas, 
seguindo as alterações nos níveis de Galactomanano considerados positivos 
tabela IX. 
 
 
2.1.5 Tratamento de dados e análise estatística 
 
A informação clínica recolhida, foi codificada e introduzida em base de dados 
construída para o efeito em software adequado para o tratamento estatístico 
(SPSS). 
Os factores do hospedeiro, critérios microbiológicos e critérios clínicos, foram 
agrupados considerando-se, 0 ausência de qualquer factor/critério e 1, 2, até n 
consoante o nº de factores/critério presentes, tabela V (anexo). Do mesmo 
modo, foram codificadas as características dos pacientes: idade (< 15 anos (0), 
15-50 anos (1), >50 anos (2); sexo. 
 
A análise estatística bi variada, entre a ocorrência de resultados positivos e 
negativos para pesquisa de galactomanano e os diversos factores de risco foi 
efectuada pelo teste χ2 e teste de Fisher exacto. Foi assumido um nível de 
significância estatística de 0.05. 
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Cálculo da incidência - A incidência define-se como o nº de novos casos que 
surgem numa determinada população e num determinado intervalo de tempo 
ou no caso da incidência acumulada como a proporção de novos casos 
surgidos numa determinada população e num determinado intervalo de tempo.  
Assim para o cálculo da incidência, utilizou-se o número de novos casos de 
aspergilose invasiva, identificados no intervalo de tempo em que decorreu o 
estudo, de acordo com a fórmula: 
 
Incidência de Aspergilose invasiva = 
N
n
 x 100 
N - Nº total de pacientes estudados 
n – nº de casos com aspergilose invasiva  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                          Material e métodos 
 
40 
 
Tabela X Critérios para diagnóstico da Aspergilose Invasiva de acordo com o estabelecido por 
(EORCT) e (MST 
Infecção fúngica comprovada 
 Presença de hifas com ramificações 45ºem exames histológicos. 
 Cultura positiva para Aspergillus spp.obtida de amostra habitualmente estéril acompanhada 
com dados clínicos ou radiológicos compativeis 
Infecção fúngica invasiva provável Infecção fungica invasiva possível 
Com pelo menos um dos factores do hospedeiro 
+ um critério microbiológico + um critério clinico 
maior (ou dois critérios clínicos menores). 
 
Com pelo menos um dos factores do 
hospedeiro +  um critério microbiológico ou um 
critério clinico maior (ou dois critérios clínicos 
menores) compativeis com infecção. 
 
Factores do hospedeiro 
 
Neutropenia (<500 neutrófilos durante  período > 10 dias) 
Temperatura> 38ºC (>96horas) resistente a antibióticos de largo 
espectro em pacientes de alto risco. 
Neutropenia (>10 dias) nos 60 dias anteriores 
Uso de imunossupressoresnos últimos 30 dias 
Infecção fúngica invasiva (comprovada ou provável) durante 
episódio neutropénico anterior. 
Sinais ou sintomas de rejeição de exerto grave (grau 2) 
Uso prolongado de cortisonas (>3 semanas) nos 60 dias prévios. 
 
 
Critérios microbiológicos 
 
Cultura positiva para Aspergillus spp.a partir de expectoração ou LBA. 
Cultura positiva ou citologia ou microscopia directa para Aspergillus 
spp.de aspirado sinusal, expectoração ou LBA. 
Antigéniode Aspergillus positivo em amostras de soro,LBA, LCR. 
Citologia ou microscopiapositivas para Aspergillus spp 
a partir amostras habitualmente estéreis. 
 
Critérios Clínicos maiores e 
menores 
 
Infecção das vias respiratórias inferiores: 
• Critérios maiores:  
Quaisquer dos seguintes sinais na tomografia axial computurizada: 
Halo, cavitação, sem área de consolodação (excluindo Mycobacterium, 
Legionella, ou Nocardia). 
• Critérios menores: 
Sintomas (tosse, dor toraxica, hemoptise, dispnea), derrame pleural, 
infiltração. 
 
Infecção rinosinosal: 
• Critérios maiores: Evidencia radiológica de infecção, (erosão, 
destruição da base do cranio). 
• Critérios menores: Sintomas (rinorreia, congestão), ulceração da 
mucosa nasal, tumefacção periorbitaria, dor maxilar, lesões 
necróticas ou perfuraçãodopalato. 
 
Infecçãodo sistema nervosos central: 
Critérios maiores: Evidencia radiologica (mastoidite, ou outros focos 
parameningeos, lesão sólida em parenquima cerebral ou medula espinal) 
Critérios menores: Sintomas ou sinais neurológicos focais (crises focais, 
hemiparesia eparesia de nervos craneais) irritaçãomeningea, 
anormalidades na bioquímica do LCR. 
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2.2 Métodos moleculares aplicados ao diagnóstico da aspergilose 
invasiva. 
 
Tabela XI Sequências oligonuclótidicas descritas na bibliografia e analisadas para 
realização do estudo. 
 
 
2.2.1 Escolha de Primers 
 
A escolha dos primers assentou em alguns pressupostos, serem específicos 
para o género Aspergillus ou suficientemente latos para permitirem a detecção 
de fungos com relevância clínica e não terem homologia com qualquer gene 
humano. Assim foi efectuada uma revisão bibliográfica de alguns primers 
descritos em diversos estudos, e as sequências descritas foram analisadas 
atendendo a estas especificações. A análise foi efectuada pelo alinhamento 
das sequencias oligonucleotídicas com as sequencias de DNA da região 18S 
de Aspergillus spp disponível na base de dados (GenBank), utilizando o 
programa para alinhamento de DNA (Blast).  
 
Os primers escolhidos pela análise da homologia foram ainda testados quanto 
à sua temperatura de melting (Tm), formação de dímeros, teor de G e C e 
formação de hairpins utilizando o programa Oligoproperties disponível na 
internet [40]. Foi também analisado tamanho do fragmento produzido utilizando 
o programa Mutalign disponível na Internet [41]. 
 
Foram escolhidos para análise os primers descritos na tabela 4. As sequências 
iniciadoras escolhidas, foram produzidas pela Alfagene. 
 
O fragmento amplificado é da ordem das 236 bp para o par de primers AFU 4S 
e AFU5 AS, 198 bp para o par de primers 2S e 2AS, de 500bp para o primers 
ATTe UNI-CCG. 
 
 
 
 
 
Sequencias iniciadoras Região Alvo Designação Autor 
5’AGGGCCAGCGAGTACATCACCTTG 
5’GGG(AG)GTCGTTGCCAAC(CT)C(CT)CCTGA 18S 
AFU5S 
AFU 5AS 
SkLadny et al 
 
5’AATGCACGATACTGTAGGATCTG 
5’GTTTGCATTGGATTAGCCATAAC 
Citocromo b 2S 
2AS 
SkLadny et al 
[10] 
5’ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG 
5’CCGATCCCTAGTCGGCATAG 
18S ATT 
UNI-CCG 
Roth et al. 
5’CGGCCCTTAAATAGCCCG 
5’GACCGGGTTTGACCAACTTT 
18S AFU 7S 
AFU 7AS 
SkLadny et al 
[10] 
5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
5’TCCTCCGCTTATTGATATGG 
ITS1 
ITS4 
ITS1 
ITS4 
White et al. 
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2.2.2 Extracção de DNA de culturas 
 
Antes da extracção, as culturas de fungos foram reisoladas em meio de malte 
agar a 2%, durante aproximadamente 72 h a 30ºC. Um fragmento de cada 
colónia foi colocado em criotubos e submetido a um ciclo de congelação 
(-30ºC) e descongelação (25ºC) de modo a quebrar as paredes rígidas do 
organismo. 
Após o ciclo de congelação / descongelação o DNA das diferentes culturas 
fúngicas e bacterianas foi extraído utilizando por extracção manual com o “High 
Pure PCR template Preparation Kit” Roche, sendo submetidas ao pré-
tratamento inicial com Liticase (fungos) e proteinase K, de acordo com o 
protocolo para extracção de DNA de leveduras e fungos filamentosos. O DNA 
após extracção foi conservado a -30ºC. 
 
 
2.2.3 Amostras clínicas estudadas 
 
Em paralelo com a colheita efectuada para a pesquisa de Galactomanano, 
foram colhidas amostras de sangue (5 a 7 ml) para tubo estéril com EDTA da 
mesma população de doentes. Foram escolhidas para a detecção molecular as 
amostras de cada paciente correspondentes aos valores máximos 
determinados para o índex de galactomanano. Para controlo negativo foi 
escolhida da população de utentes do INSA dadores sem suspeita de infecção 
fúngica, para o efeito foram colhidas amostras de sangue total, a mulheres 
grávidas sem nenhuma patologia associada, que se encontravam no INSA para 
efectuar as análises clínicas de rotina estabelecidas para a gravidez.  
Sempre que foi detectada reacção positiva procedeu-se a novo ensaio com a 
mesma amostra e ainda com as amostras colhidas ao mesmo paciente em 
data anterior e posterior, de modo a excluir a hipótese de possível 
contaminação. 
 
2.2.4 Extracção de DNA de amostras clínicas 
 
A extracção de DNA é um passo fundamental dado que um método com baixo 
rendimento poderá implicar um diagnóstico incorrecto. Existem vários métodos 
comercializados e métodos “caseiros”, para este estudo foram utilizado dois 
métodos diferentes, o método de extracção por coluna da Roche  (anexoIII) e 
o método Extracell  fornecido pela Nanogen. 
Numa 1ª fase do trabalho, as amostras de sangue total, foram submetidas a 
um pré-tratamento com tampão de lise, (anexoIV) de acordo com o descrito por 
Skladny et al.[10]; o pellett resultante ressuspendido e utilizado para a 
extracção pelo kit da Roche. Numa 2ª fase, 300 µl de sangue total com 
EDTA, foi sujeito ao pré-tratamento com liticase e proteinase K, posteriormente 
aplicadas na coluna de extracção. O DNA resultante da extracção foi 
conservado a -30ºC. 
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Para o PCR tempo Real o DNA utilizou-se 100 µl de sangue total, e procedeu-
se à extracção utilizando o kit Extracell  Nanogen de acordo com as 
instruções o fabricante no protocolo para extracção de amostras de sangue e 
adicionadas com 10 µl do controlo positivo para o gene humano da Beta 
globina CPE-DNA fornecido pela Nanogen.  
 
A utilização deste método de extracção, foi motivada pelo facto do kit de RT-
PCR Aspergillus se encontrar validado com este método de extracção e por 
outro lado devido à marcação CE necessária nos reagentes com aplicação ao 
diagnóstico clínico.  
 
2.2.5 Quantificação do DNA  
A quantificação do DNA foi realizada utilizando o espectrofotómetro Gene-
Quant Pro. A densidade óptica das amostras de DNA foi medida a diferentes 
comprimentos de onda a razão das absorvâncias a 260nm/ 280nm e 
260nm/230nm foi determinada. A leitura das amostras foi efectuada em 
triplicado e a média calculada sendo disponibilizada a concentração de DNA 
em ng/ml. Utilizou-se para estabelecer o valor do branco, uma amostra de água 
destilada desionizada. 
 
2.2.6 Estudo para determinação da sensibilidade, especificidade e limite 
de detecção do ensaio PCR convencional com o primer ATT e UNI-
CCG 
 
Segundo Lopes H. [72] A sensibilidade é a fracção de amostras identificadas 
correctamente como positivas dentro do conjunto de amostras positivas 
testadas (corresponde à probabilidade de uma amostra positiva ser identificada 
como tal) sendo a especificidade representada pela fracção de amostras 
identificadas correctamente como negativas dentro do conjunto de amostras 
testadas (corresponde à probabilidade de uma amostra negativa ser 
identificada como tal). 
 
O estudo da sensibilidade e especificidade dos primers foi realizado por 
comparação com a técnica de ELISA para pesquisa de galactomanano, uma 
vez que é uma técnica de referência para a detecção da aspergilose invasiva, 
considerou-se o resultado positivo para GM sempre que os valores do índex 
foram superiores a 0,5, em duas amostras do mesmo paciente e positivo para 
presença de DNA fúngico sempre que ocorreu amplificação. Para o cálculo da 
sensibilidade e especificidade assumiu-se que o método de referência tem 
sensibilidade de 100%.  
A sensibilidade do método de PCR convencional com os primers ATT eUNI-
CCG foi calculada de acordo com a equação: 
 
Sensibilidade=
CA
A
+
 x 100 % 
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A especificidade do ensaio foi cálculada de acordo com a equação: 
 
 
Especificidade = 
DB
D
+
   x 100 %                                                                
 
 
A- nºde amostras identificadas como positivas por ambos os métodos 
B- nºde amostras identificadas como positivas pelo método1 e negativas pelo método 2 
C- nºde amostras identificadas como negativas pelo mátodo 1 e positivas pelo método 2 
D- nº de amostras identificadas como negativas por ambos os métodos. 
N- nº total de amostras analisadas 
 
 
2.2.7 Estudo para determinação do limite de detecção do ensaio PCR 
convencional  
 
Para determinar o limite de detecção do ensaio, efectuou-se a contaminação 
artificial de amostras, com a espécie Aspergillus fumigatus (NEQAS 5526), 
para tal, foi preparada a suspensão de esporos de uma cultura jovem, 
previamente reisolada em Malte agar a 2%. De modo a poder verificar que em 
amostras de sangue não ocorre inibição da amplificação diluiu-se a suspensão 
de esporos  em soro fisiológico e em sangue humano (figura 7), obtendo-se 
deste modos duas séries com as diluições (10-1, 10-2, 10-3,10-4).  
 
A extracção do DNA das amostras das diferentes diluições, contendo sangue 
total com EDTA, foi realizada dois modos: (1) As diferentes diluições foram 
submetidas a um passo inicial para lise dos eritrócitos, (2) 300 µl das amostras 
com diferentes diluições, foram directamente colocadas na coluna de extracção 
Hight pure template DNA preparation Kit - Roche, após pré tratamento com 
liticase e proteinase k de acordo com as instruções do fabricante. A 
amplificação das amostras foi efectuada de acordo com o descrito no ponto 
2.2.9 para os primers ATT e UNI-CCG e primers AS e 2AS. 
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Figura 20 Esquema ilustrativo da preparação de diferentes diluições preparadas para o estudo 
da sensibilidade. 
 
2.2.8 Estudo da especificidade dos primers utilizados no ensaio PCR 
convencional. 
Para o estudo da especificidade dos primers (AS e 2 AS) e (ATT e UNI-CCG), 
foram analisadas amostras de DNA extraído a partir de diferentes espécies de 
microrganismos (fungos e bactérias), (tabela XI), bem como DNA humano, 
proveniente de dador sem suspeita de infecção fúngica (indivíduo do sexo 
feminino, da população de utentes do INSA para testes de rotina de gravidez). 
A amplificação das amostras foi efectuada de acordo com o descrito no ponto 
2.2.9. 
 
Tabela XII Espécies utilizadas para o teste de sensibilidade ds primers. 
Organimo 
Aspergillus fumigatus NEQAS 5526 
Aspergillus niger NEQAS 6657 
Aspergilllus flavus NEQAS 6657 
Absidia corymbifera NEQAS 5891 
Candida parapsilosis ATCC 22019  
Candida albicans ATCC 10231 
Candida tropicalis  NEQAS 6087 
Cryptococcus neoformans NEQAS 7435 
Mucor spp. Colecção INSA 
Fusarium oxysporum Colecção INSA 
Rhizopus arrhizus NEQAS 7894 
Histoplasma capsulatum Colecção INSA 
Staphilococcus pyogenes ATCC19615 
Escherichia coli ATCC25922 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
Staphilococcus aureus  ATCC 25923 
DNA humano Utente INSA 
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2.2.9 Amplificação por PCR convencional  
 
A amplificação do DNA por PCR, foi efectuada utilizando o termociclador 
MyCycler Biorad. As condições para o PCR para os diferentes primers estão 
descritas na tabela V e tabela VI. A mistura de reacção utilizada para cada par 
de iniciadores, foi optimizada relativamente à concentração de ião MgCl2 e à 
concentração de DNA presente. As condições de amplificação utilizadas 
resultaram da optimização das condições iniciais [45] para os iniciadores 
escolhidos. 
 
Tabela XIII Condições de PCR utilizadas para o par de primers 2S e 2AS de acordo com 
Spiess et al . 
Fase de PCR T (ºC) Intervalo de 
tempo 
Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 95 8 min. 1 
Desnaturação 
Hibridação 
Extensão 
95 
58 
72 
30 s 
8 s 
20 s 
 
55 
 
Para cada 25µl de mistura de reacção foi utilizado 50-150 ng de DNA alvo com 
os iniciadores 0,84 pmol dos primers forward (2S) e reverse (2AS), 4 mM de 
MgCl2, Tampão contendo (20mM Tris-HCl, pH 8,4, 50mM KCl), 0.05 U/µl de 
Taq DNA polimerase, 0.4 mM de desoxi-nucleótido-trifosfato (Bioline). 
 
Tabela XIV Condições de PCR utilizadas para o par de primers ATT e UNI CCG [45]. 
Fase de PCR T (ºC) Intervalo de 
tempo 
Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 94 4 min. 1 
Desnaturação 
Hibridação 
Extensão 
94 
56 
72 
30 s 
1 min. 
2 min 
 
35 
Extensão final 72 5 min. 1 
 
 
Por cada 25µ l de mistura de reacção foi utilizado 4µl (50-150 ng) de DNA alvo, 
7,15x10-3 pmol/µl do primer UNI-CCG (28,6 pmol/µl Alfagene), 7,75x10-3 pmol/µ 
l do primer ATT (31 pmol/µl Alfagene), 0,05 U de Taq DNA polimerase 
(AmpliTaq Aplied Biosystems), 0,5 mM de desoxi-nucleótido-trifosfato (d’NTP 
mix Bioline) e 5 mM de MgCl2 (Gene Amp10x Buffer Applied Biosystems). 
Para a detecção dos amplificados obtidos a partir do PCR convencional, 
aplicaram-se as amostras de PCR em gel de agarose (1,5%), corado com EtBr 
(0,05 µg/ml), ao qual se submeteu a uma electroforese com intensidade de 100 
Volt durante cerca de 45 min, a visualização foi efectuada recorrendo à 
iluminação com UV utilizando para o efeito o transiluminador (Geldoc 2000 
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Biorad), e o software Quantity One.  A determinação do peso molecular do 
produto amplificado, foi realizada através da comparação com o marcador de 
peso molecular 1 Kb da Biorad, aplicado no gel em conjunto com as amostras 
amplificadas por PCR convencional. 
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2.2.10 PCR tempo real 
 
A detecção e quantificação de DNA de Aspergillus spp. presente nas amostras 
de sangue foi realizada utilizando o sistema comecializado pela Nanogen  
que ínclui vários kits este ensaio permite quantificar de 10 a 106 cópias de DNA 
do gene 18s do rDNA. 
 
O manuseamento das amostras durante o ensaio foi realizado de modo a evitar 
qualquer tipo de contaminação utilizando para o efeito câmara de segurança. O 
ensaio compreende várias etapas que antecedem a reacção de amplificação. 
 
 
(i) A preparação da amplificação foi realizada de acordo com as 
intruções do fornecedor (anexo III), A mistura de amplificação foi 
realizada utilizando o kit Q-Aspergillus AmpliMaster e Q-Aspergillus 
Amplimix que fornecem uma mistura reagentes optimizados e 
oligonucleótidos e com Q-AmpliProbe que fornece sondas 
fluorescentes específicos para a região18S do rDNA de modo a 
totalizar 25 µl.  
 
(ii) A mistura de reacção foi transferida para a microplaca de 
amplificação, a cada poço da microplaca foi adicionado o DNA das 
amostras e dos controlos (standard) cumprindo o plano de trabalho 
no qual se registou a sua distribuição. Utilizou-se o DNA controlo 
Amplistandard-Nanogen que fornece DNA plasmídico com 
quantidade conhecida (103, 104, 105 cópias) e que permite obter 
curva standard. Foi usado como controlo negativo água destilada 
estéril a cada dia de amplificação.  
 
(iii)  A reacção de amplificação foi realizada no termociclador ABI Prism 
7000 Applied Biosystems. O termociclador foi programado de 
acordo com as instruções do fornecedor para este tipo de ensaio 
utilizando o software específico na sessão absolute quantitation o 
detector, para a sonda Aspergillus, foi programado com o reporter = 
FAM e quencher=none; o detector para a sonda da beta-globina foi 
programado com reporter = VIC e o quencher = none. O plano de 
trabalho foi trancrito no sofware do termociclador, fazendo referência 
aos controlos de DNA plasmídico (STD) e aos controlos negativos 
(NC). O aparelho foi programado para as condições de amplificação 
descritas na Tabela XIII para um volume de 25 µl. 
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Tabela XV Condições de amplificação do RT-PCR 
Ciclo térmico de amplificação 
Fase Temperaturas Tempo 
Descontaminação 50º C 2 min. 
Desnaturação inicial 95ºC 10min. 
95ºC 15 seg 45 ciclos 60ºC 1 min. 
 
Dado o número reduzido de testes a efectuar (limitação do kit), usou-se como 
critério para o estudo das amostras por RT-PCR os resultados obtidos a partir 
dos testes de ELISA assim foram usadas amostras com resultados positivos e 
negativos para a pesquisa do galactomanano, de modo a poder avaliar o 
desempenho do ensaio nos dois tipos de amostra.  
 
 
Interpretação dos resultados 
 
A análise dos resultados foi realizada utilizando software específico, antes de 
se proceder à análise dos resultados e à quantificação do DNA presente na 
amostra, foi necessário ajustar o nível de baseline da fluorescência e o limiar 
de fluorescência (thereshold), este valor deve ser colocado na região linear da 
curva de amplificação em ocorre a amplificação em fase exponencial. Deste 
modo o nível de baseline foi ajustado do 6º ao 15 ciclo (ciclo em que a 
fluorescência começa crescer) e o limiar de fluorescência (thereshold) para a 
sonda FAM foi programado a 0,2 e para a sonda VIC a 0,1.  
 
Para aceitação dos ensaios foram analisados os critérios de aceitação do 
ensaio resumidos na tabela XV. 
 
 
Tabela XVI Critérios de aceitação para PCR tempo real[68] 
Curva padrão    
Aspergillus spp. FAM 
 
0,990<R2<1,000 
 
 
Amplificação correcta 
Controlo negativo 
Aspergillus spp. (FAM) 
DNA< 7 cópias Amplificação correcta 
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Os valores de fluorescência emitidos pela sonda FAM (específica para 
Aspergillus spp.) para os DNA controlo de quantidade conhecida foram 
utilizados para o cálculo da curva padrão, sendo utilizados para confirmar a 
sessão de amplificação através do coeficiente de correlação (R2), utilizando o 
intervalo de aceitação: 0,990<R2<1,000 
 
Quando o coeficiente de correlação não se encontrou no intervalo de aceitação 
a curva padrão não foi significativa e a sessão foi considerada não válida, dado 
que poderão ter ocorrido problemas na amplificação (volumes incorrectos, 
degradação da sonda, degradação dos calibradores). 
 
Para aceitação do ensaio os resultados obtidos pela sonda FAM (específica 
para Aspergillus spp.) para o controlo negativo obedeceram ao descrito pelo 
fornecedor tendo sido aceites apenas os ensaios em que o nº de cópias obtido 
a partir do controlo negativo foi inferior a 7 cópias, dado que valores acima 
poderão implicar possível contaminação das amostras.  
 
Os valores de fluorescência emitidos pela sonda FAM específica para 
Aspergillus spp. nas reacções de amplificação de cada amostra e a curva 
padrão da sessão de amplificação, são utilizados para o cálculo do DNA branco 
(quantidade presente no início da amostra). 
 
Os valores de fluorescência emitidos pela sonda VIC para o controlo interno 
(betaglobina) nas reacções de amplificação de cada amostra e o valor limiar 
(Thereshold) são usados para o cálculo do Ct (ciclo limiar) do DNA branco. A 
quantidade de Aspergillus spp. e o Ct do gene humano betaglobina são 
utilizados para confirmar a amplificação e a detecção (Tabela XVI).  
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Tabela XVII Critérios para valorização do nº de cópias Aspergillus de acordo com RT-PCR 
Nanogen 
Resultado da 
amostra 
Ciclo limiar 
da amostra 
Aspergillus spp.  
(FAM) 
beta globina 
(VIC) 
Idoneidade 
da amostra 
Resultado do 
teste 
DNA de 
Aspergillus 
Ct>35ou não 
determinado 
Não idôneo Não válido  
Não determinado 
Ct< 35 Idôneo Válido negativo Não revelado 
Ct>35 ou não 
determinado 
Não idôneo Não válido 
 
Quabtidade <63 
Ct< 35 
Idôneo Válido negativo Presente mas 
não 
significativo 
Ct>35 ou não 
determinado 
Não idôneo Não válido 
 
63<Quantidade<77 
Ct< 35 Idôneo Válido indeterminado 
Presente mas  
indeterminado 
Ct>35 ou não 
determinado1 
Idôneo Válido positivo Presente e 
significativo Quantidade >77 
Ct< 35 Idôneo Válido  positivo Presente e 
significativo 
 
Para este teste, foi estabelecido o como valor limiar do DNA branco 70 cópias, 
este valor foi estabelecido pelo fornecedor como sendo dez vezes o valor 
calculado para o nível basal do DNA branco (7 cópias), os limites de 
significatividade foram estabelecidos a partir deste valor: (70 + 10; 70+/-10; 70-
10).  
 
Cálculos efectuados para determinação de nº cópias por ml sangue: 
O número de cópias presentes na amostra (5 µl), foi multiplicado por 70 para 
calcular o Nº de cópias por 1 ml de sangue, de modo a tornar os resultados 
comparaveis com os referidos na bibliografia de acordo com a equação: 
 
100 µl sangue total = 35 µl DNA em solução   
A reacção de amplificação contém 5 µl de DNA 
 
Nº de cópias / ml = 35 x 10
5
x
N
 
 
N - Nº de cópias de DNA de Aspergillus 
 
 
                                                 
1
 Quando o resultado da amostra é >77 cópias e o Ct < 35  o resultadoé válido pois poderá ter ocorrido 
competição da reaçãode amplificação do gene da beta-globina com a reação de amplificação de 
Aspergillus spp. 
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2.3 Monitorização das condições ambientais da UTM 
 
2.3.1 Caracterização do local  
 
O internamento da UTM recebe doentes sujeitos a transplante de medula 
óssea e localiza-se no piso 0 do edifício da Hematologia, encontra-se isolada 
do restante hospital, através de antecâmara, a partir da qual são tomadas 
medidas de segurança biológica, como o uso de calçado descartável, batas 
esterilizadas e máscara. Toda a unidade se encontra em pressão positiva 
relativamente ao exterior da mesma. Esta unidade compreende sete 
enfermarias individuais, onde se efectua o internamento, equipadas com 
lavatório, cama, mesa cabeceira, mesa de refeição e televisão, o ar da 
enfermaria é tratado com filtros HEPA, que obedecem a monitorização 
periódica estabelecida para quartos limpos [51,52]. O ar da unidade é 
autónomo e sofre renovação de 22 litros /min sendo tratado à entrada da UTM.  
 
Em cada enfermaria, o material é desinfectado à entrada com álcool a 70% e 
passado através de janela, para o interior. Verificou-se existir o percurso da 
marcha em frente dos produtos, sendo os materiais sujos descartados por 
outra janela da enfermaria. A entrada de pessoas na enfermaria, é sempre 
realizada após desinfecção das mãos e usando máscara e bata estéril, que são 
retirados à saída da enfermaria. Os doentes podem receber a visita de 
familiares, sendo restringido o número de pessoas visitantes, aos doentes é 
permitido o uso de objectos pessoais, não sendo permitido a entrada de 
plantas nas enfermarias, os alimentos para o consumo dos pacientes 
internados em regime de isolamento são esterilizados. 
 
 
 
2.3.2 Plano de amostragem 
 
Para a monitorização das condições ambientais, foi requerida autorização para 
amostragem do ar e superfícies, da Unidade de Transplantes de Medula. Foi 
desenhado o plano de amostragem, de modo a íncluir os locais no qual se 
encontram pacientes em regime de internamento e em regime de ambulatório. 
Em Novembro de 2007, após obtenção da autorização necessária, foram 
colhidas amostras de ar e superfícies (mesa cabeceira e torneira do lavatório), 
em três das sete enfermarias da unidade. As enfermarias, foram escolhidas de 
modo a conterem diferentes condições ambientais da UTM. Assim, foi 
amostrada uma enfermaria limpa, pronta a receber paciente no próprio dia, 
enfermaria com paciente em regime de isolamento, e enfermaria com paciente 
em regime aberto (ao paciente era permitido deslocar-se no corredor exterior à 
enfermaria). Foi escolhido como ponto de referência, amostras de ar colhidas 
no corredor exterior às enfermarias. 
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A UTM ambulatório funciona no 4º piso de outro edifício, neste local foram 
colhidas amostras de ar da sala de estar bem como superfície do mesmo local, 
sendo este espaço utilizado por doentes em ambulatório a efectuar terapia é 
um espaço sem qualquer tipo de tratamento pelo que foi tomado como ponto 
de referência amostras de ar exterior ao edifício. 
 
Foram ainda amostrados ar e superfície da sala de colheita de células, na qual 
são colhidas células para transplante. 
 
 
 
2.3.3 Recolha de amostras de ar 
 
As amostras de ar foram recolhidas, com o aparelho Air sampler MAS-100 
Merck, que utiliza o princípio do colector de ar Andersen [47], no qual o ar é 
aspirado através de placa perfurada para impacto em meio de cultura. O 
sistema mede a entrada de ar e regula automaticamente o caudal de ar 
aspirado para um volume constante de 100 litros por minuto, a velocidade de 
impacto (velocidade com que as partículas em suspensão no ar atingem o 
meio) é de 11 metros por segundo. Esta velocidade assegura que todas as 
partículas> 1 µm são recolhidas. 
  
Em todas as amostragens, foi recolhido o volume de 500 litros de ar para 
impacto em meio de Malte agar a 2% suplementado com cloranfenicol. A 
amostragem foi realizada, percorrendo a local com o aparelho ligado, de modo 
a aumentar a representatividade da amostra. 
 
 
 
 
Figura 21 Aparelho para extracção de ar MAS 100 
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2.3.4 Colheita e sementeira de amostras de superfícies 
 
Para a colheita de amostras de superfícies planas, foi delimitada área de 100 
cm2 ,usando-se para o efeito um molde inox, autoclavado antes da 1ª utilização 
e desinfectado após cada utilização, com álcool a 70%.  
 
A colheita foi realizada com zaragatoas estéreis, embebidas préviamente em 
água peptonada e com a qual se faz a recolha de partículas depositadas em 
toda a superfície delimitada pelo molde (Figura 22). Para a colheita de fungos 
nas torneiras, procedeu-se à recolha com zaragatoa em toda a superfície, sem 
utilização de molde. Após colheita, as zaragatoas foram colocadas na solução 
de água peptonada e transportadas ao laboratório, em malas térmicas 
refrigeradas para se proceder à sementeira. 
 
A sementeira foi realizada 3 horas após colheita, as suspensões com as 
zaragatoas, sofreram agitação suave cerca 30 minutos de modo a recolher o 
máximo de microorganismos, sem no entanto causar a fragmentação das hifas.  
 
A sementeira foi realizada por espalhamento de 0,2 ml do lavado da zaragatoa, 
em meio de Malte agar a 2% suplementado com cloranfenicol. Foram 
realizadas 2 réplicas por amostra. As placas de meio de cultura foram 
incubadas à temperatura de 27,5ºC durante 4 a 6 dias, sendo observadas 
diáriamente, para monitorização do crescimento fúngico. Após incubação foi 
registado o número total de UFC (Unidades Formadoras de Colónias) 
observado em cada placa, bem com o número de UFC observado por tipo de 
colónia. Os diferentes tipos de colónias observados, foram assinalados para 
posterior identificação. 
 
 
 
Figure 22 Esquema ilustrativo para colheita de amostras de superfícies fúngicas com zaragatoa 
estéril em área delimitada por molde com 100 cm.2 
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2.3.5 Identificação dos diferentes tipos de colónias 
 
A preparação de lâminas para observação microscópica dos diferentes tipos de 
colónia assinaladas, foi realizada utilizando lancetas esterilizadas e o corante 
azul de lactofenol (Merck), a identificação foi efectuada utilizando o microscópio 
óptico (DSL Leica), com auxílio de atlas de identificação [3,50], a identificação 
foi realizada atendendo às características macroscópicas e microscópicas 
apresentadas por cada tipo de colónia. 
 
2.3.6 Expressão e valorização dos resultados. 
 
Os resultados obtidos a partir das amostras de ar são expressos em UFC / m3 
de ar. Para o efeito o número de UFC, existentes no volume de ar de 500 litros 
foi multiplicado por 2 de modo a totalizar 1000 litros de ar.  
 
Os resultados obtidos a partir de amostras de superfícies planas foram 
expressas em UFC / dm2. Foi efectuada a média da contagem do nº de 
colónias em cada réplica, de modo a totalizar o número de UFC por 0,2 ml e 
após multiplicação por 10 totalizou-se o nº de UFC por 10 ml, que representa o 
número total de UFC em 100 cm2 (1 dm2). 
 
5
2
21
x
RRX +=  
 
 
 
 
 
 
Os resultados obtidos a partir da colheita de outras superfícies são expressos 
em UFC. 
 
Apesar de não estar estabelecido, o valor da concentração de esporos, a partir 
da qual o risco de infecção fúngica invasiva aumenta, a maioria dos autores 
recomenda, que a contagem de esporos no ar seja inferior a 5 UFC / m3 para 
as salas limpas (salas de operação e salas com sistemas de tratamento). No 
entanto é desejável que os valores sejam menores que 0,1-1 UFC / m3 [54]. 
 
Para ambientes interiores, em que o ar não seja tratado, a legislação 
portuguesa, Decreto-Lei nº79/2006, recomenda que a concentração máxima de 
referência para microrganismos fúngicos, seja 500 UFC. No entanto estes 
parâmetros para aqualidade do ar interior, são generalizados para todo o tipo 
de instalações, independentemente do tipo de actividade existente. A nova 
legislação não apresenta parâmetros, de acordo com os tipos de actividade em 
áreas específicas de unidades hospitalares, [76]. Estudos semelhantes 
efectuados em unidades hospitalares, consideram aceitáveis em unidades 
hospitalres, valores de 10 UFC / m3 [55], sendo no entanto recomendado que 
X – Média das réplicas 
R1 e R2 -Contagem de u.f.c em cada 
réplica com volume 0,2ml 
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os valores obtidos sejam comparados com amostras correspondentes ao 
ambiente exterior (branco), de modo a poder avaliar os resultados obtidos. Não 
sendo considerado significativo, valores que apresentem a mesma ordem de 
grandeza, relativamente ao número total de fungos encontrados e a mesma 
distribuição de organismos fúngicos. 
 
Para a análise de superfícies, é recomendado que em zonas de risco elevado 
os valores obtidos sejam inferiores a 10 UFC / dm2 [70,71]. 
 
Assim foram tomados para referência os valores constantes da tabela XVII: 
 
Tabela XVIII Valores de referência considerados para análise dos resultados ambientais 
 
Amostras Valores de referência considerados 
Ar (salas limpas) 5 UFC/m3 
Ar (ambientes interiores não tratados) Idêntico ao valor exterior 
Superfícies  (em ambiente com risco 
elevado) 10 UFC / dm
2
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3. Resultados  
 
3.1 Resultados da monitorização das amostras clínicas 
  
Tabela XIX Resumo das características dos pacientes de acordo com os critérios estabelecidos 
pela EORCT/MSG. 
Características AI possível 
Sem 
AI Total 
Nºde episódios 7 34 41 
Nºde falecidos 5 7 11 
Idade       
Média 34,3 36,8 35,61 
Gama 6-58 6-67 5-67 
Sexo (masculino/feminino) 6/1 17/17 23/18 
Nº de pacientes com 
patologia       
LNH 1 14 15 
MM 0 3 3 
LMC 0 2 2 
LLA (DH) 3 8 11 
AA 1 1 2 
LMA 2 3 5 
TS, MB 0 3 3 
Nº factores do hospedeiro       
Neutropenia 4 17 21 
Febre 4 18 22 
Cortisonas 5 13 18 
Nenhum 0 8 8 
Duração da neutropenia       
Média 16,25 11,26 11,18 
Gama 1-23 1-13 1-31 
Nº de amostras testadas       
GM 58 112 170 
PCR 12 47 59 
PCR-RT 8 13 21 
 
 
Foram monitorizados 41 pacientes, (23 do sexo feminino e 18 do sexo 
masculino), com a média de idades de 35,6 anos, variando dos 5 aos 63 anos, 
tendo sido analisados 6 pacientes com idade inferior a 15 anos. 
 
Quanto aos factores do hospedeiro que predispõem a IA, do total de pacientes 
estudados, 11 apresentavam pelo menos 3 factores e 32 pacientes 
apresentavam pelo menos 2 factores, os restantes não apresentavam 
quaisquer factores do hospedeiro. As características dos pacientes e o 
diagnóstico de aspergilose invasiva estão resumidas na tabela XXI. 
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Foram analisadas por ELISA Platellia Aspergillus-Biorad o total de 170 
amostras de soro, das quais resultaram 16 amostras positivas correspondentes 
a 9 pacientes. 
 
Do total de 41 pacientes, não foi definido nenhum caso de aspergilose invasiva 
comprovada, nem com com aspergilose invasiva provável (de acordo com os 
critérios tabela IX).  
Foram definidos, sete pacientes com Aspergilose invasiva possível (pacientes: 
2, 6, 18, 19, 20, 36, 40), (tabela XXII, anexo II). Dos quais, 4 obtiveram 
resultados positivos para Índex de GM (paciente 8 obteve apenas 1 amostra 
positiva) em que três, foram também positivos para o PCR panfúngico. Os 
restantes resultados positivos para o Index de GM e PCR panfúngico, 
correspondem a pacientes, que segundo os critérios da EORCT/MSG ficam 
incluídos no grupo dos pacientes sem aspergilose invasiva. Neste grupo, 
observaram-se 4 pacientes com pelo menos uma amostra positiva para 
galactomanano, dos quais um (paciente 38) foi também positivo para a 
pesquisa de DNA fúngico por PCR. Neste grupo observaram-se ainda dois 
pacientes (24 e 37), com resultados positivos apenas para o DNA fúngico por 
PCR, em três amostras consecutivas, (tabelaXXIV). 
 
 
Tabela XX Distribuição dos pacientes analisados no período de Jun-Dez 2005 segundo o tipo 
de tranplante 
Tipo de transplante
5%
47%
48%
ALO
AUT
QUI
 
 
 
Do total de 171 dos pacientes analisados, 48, 5 % foram submetidos a 
transplante autólogo, e 47,5 % foram submetidos a transplante alogénico, 
apenas 5 % se encontrava a realizar tratamento por quimioterapia, (tabelaXIX). 
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Tabela XXI Resumo das características dos pacientes analisados por grupo etário. 
Id
a
de
 
(an
o
s) 
N
º
 
de
 
pa
ci
e
n
te
s 
N
º
 
pa
ci
e
n
te
s 
fa
le
ci
do
s 
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ité
rio
 
Cl
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s 
do
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iro
3  
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de
 
pa
ci
e
n
te
s) 
Cu
ltu
ra
s 
po
si
tiv
a
s 
In
de
x 
G
M
 
>
0,
5 
<15 6 2 (33%) 0 5(83,3%) 2 1 
15-50 23 5 (21,7%) 0 19 (82,6%) 6 4 
>50 11 4 (36,4%) 4 10 (90,9%) 2 0 
 
 
 
A faixa etária superior a 50 anos, apresenta maior % de pacientes falecidos 
(36,4%) bem como maior % de pacientes, com factores de predisposição 
relativos ao hospedeiro (tabela XX). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
2
 1 Critério clínico maior ou 2 critérios clinicos menores 
3
 Nº de pacientes que apresentam um ou mais factores do hospedeiro 
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Tabela XXII Evolução dos valores o Índex de GM no paciente 36 
Dias antes 
após 
transplante 
-8 
dias 
-2 
dias 
5  
dias 
12 
dias 
19 
dias 
26 
dias 
33 
dias 
40 
dias 
47 
dias 
54 
dias 
61 
dias 
Índex GM 0.1 0,1 0,2 0,2 0,1 1,6 5,5 5,4 6,5 6,8 7,0 
 
 
Na figura 23, observa-se a variação dos valores do índex de GM, ao longo das 
diferentes amostragens, na maioria dos pacientes verifica-se, que após um pico 
para valores positivos, ocorre um decréscimo dos valores do Índex, 
possívelmente associado a uma eficiência terapêutica. No paciente 36 (Tabela 
XXI) verificou-se uma subida do índex para valores positivos 26 dias após o 
transplante alogénico, este caso apesar dos elevados valores de GM, não foi 
associado a aspergilose invasiva, dado o paciente apresentar outros testes 
positivos para microorganismos (nomeadamente, citomegalovirus, 
toxoplasmose e rúbeola) e não apresentar alterações do quadro clínico, 
compatíveis com infecção fúngica invasiva, nem hemoculturas positivas para 
fungos. Dado tratar-se de paciente com idade inferior a 15 anos submetido a 
terapia antibiótica com Tazobactam seria possível associar os elevados valores 
de GM a resultado falso positivo, no entanto a pesquisa de DNA fúngico por 
0,3
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Figura 23 Gráfico com a evolução do Index de GM ao longo das várias amostragens para os 
pacientes com amostras de GM positivas. 
                                                                                                                                       Resultados 
 
61 
 
PCR em várias amostras consecutivas foi positiva, sendo assim possível 
suspeitar de infecção fúngica invasiva associada a uma falência terapêutica. O 
paciente fez profilaxia com fluconazol até 23 dias após transplante, tendo sido 
submetido a tratamento combinado, Fluconazol e Anfotericina B lipossómica 
após subida dos valores do Ídex de GM para valores positivos e até 38 dias 
após transplante, após o qual foi suspenso, tendo o paciente falecido sem 
diagnóstico definitivo. 
 
 
3.1.1 Incidência de Aspergilose invasiva na população no período de 
estudo. 
 
Tabela XXIII Tabela Diagnóstico de Aspergilose Invasiva (Anexo II) 
 
 
Legenda da tabelaXXII: F- febre<38ºc durante período superior a 96h,C-Uso prlongado de cortisonas,N -
neutropenia<500netrófilos durante período superior a 10dias,I- infecção fúngica anterior ALO C-Transplante 
de dador alogénico compativel, QUI-Tratamento quimioterapia, LMA-Leucemia mieloide aguda, LMC-
Leucemia mieloide crónica, LNH-Linfoma não Hodgkin, DH-doença de Hodgkin, TS-Tumor sólido, MM-
mielomamúltiplo, NB-neuroblastoma, CM-carcinoma, MB-meduloblastoma,1-positivo, 0-negativo, NR-não 
realizado, 1- presente, 0 –ausente. 
 
 
 
 
 
 
Aspergilose 
invasiva
1 54 M AUT LLA vivo SI F 0 0 0 0 0 0,149/0,159
2 17 M ALO LLA vivo P F/C 0 0 0 0 2 1,105/0,58
3 49 F ALO LNH vivo SI Nenhum 0 0 0 0 0 0,088
4 14 M ALO LNH vivo SI Nenhum 0 0 0 0 0 0,167
5 30 F ALO LLA vivo SI C 0 0 0 0 0 0,132/0,165
6 17 M ALO LLA vivo P F/C/I 0 1 1 NR 1 1,1/0,4
7 29 F AUT MB vivo SI F/N 0 0 0 NR 0 0,404/0.173
8 36 F QUI LMC vivo SI Nenhum 0 0 1 0 1 0,548/0,177
9 44 F ALO LMA falecido SI Nenhum 0 1 1 NR 1 0,12/0,71
10 44 M AUT LNH vivo SI N 0 0 0 NR 0 0,138/0,134
11 6 M AUT TS vivo SI N 0 0 0 NR 0 0,215/0,229
12 40 M ALO LLA vivo SI C 0 0 1 NR 0 0,123/0,109
13 37 F AUT LNH vivo SI N/F 0 0 0 NR 0 0,125/0,15
14 56 F AUT LNH vivo SI F 0 0 0 NR 0 0,05/0,174
15 32 M AUT LNH falecido SI Nenhum 0 0 0 NR 0 0,126/0,344
16 45 M AUT LLA vivo SI Nenhum 0 1 1 NR 1 0,73/0,122
17 54 F AUT LNH vivo SI N/F/C 0 0 0 NR 0 0,156/0,189
18 55 M ALO AA falecido P N 0 3 1 NR 0 0,144/0,228
19 54 M AUT LNH falecido P N/F/C 1 0 0 NR 0 0,091/0,192
20 58 M ALO LMA falecido P C/I 1 1 0 0 0 0,168/0,413
21 49 F AUT LNH vivo SI N/F 0 1 0 0 0 0,103
22 5 F ALO LLA vivo SI C/F 0 1 0 NR 0 0,257/0,388
23 58 F AUT LNH falecido SI N/F/C 1 1 0 NR 0 0,125/0,141
24 41 F AUT LNH vivo SI N/F/C 0 1 0 NR 0 0,098/0,21
25 35 M QUI MM falecido SI N 0 1 0 NR 0 0,312/0,101
26 14 F ALO AA vivo SI Nenhum 0 0 0 NR 0 0,063
27 44 M AUT LNH vivo SI F/C/I 0 1 0 NR 0 0,19/0,174
28 8 M ALO LMA falecido SI N/F/C 0 1 0 NR 0 0,437/0,175
29 17 M ALO LMC vivo SI F/C 0 0 0 NR 1 0,322/0,483
30 31 M AUT LNH vivo SI N/F 0 0 0 NR 0 0,176/0,278
31 56 M AUT LNH vivo SI N 0 0 0 NR 0 0,095/0,07
32 32 F ALO LLA vivo SI N/F/C 0 0 0 NR 0 0,38
33 58 M AUT LNH vivo SI Nenhum 0 0 0 NR 0 0,048/0,157
34 45 M AUT CM vivo SI C 0 0 0 NR 0 0,089
35 64 F AUT MM vivo SI N/F 0 1 0 NR 0 0,195
36 6 F ALO LLA falecido P N/F/C 0 0 1 2 6,83/ >7
37 67 F AUT MM vivo SI F 0 0 0 NR 0 0,262/0,232
38 15 M ALO LLA vivo SI N/F/C 0 0 0 NR 1 0,322/0,59
39 9 M ALO LLA vivo SI N/C 0 0 0 NR 0 0,322/0,138
40 33 M ALO LMA falecido P N/F/C 0 1 1 NR 2 0,873/0,726
41 32 F ALO LMA falecido SI N/F 0 0 0 NR 0 0,14/0,118
Critérios 
Clínico maior
Critério 
Clinico menor GM Índex
Nº 
paciente
Idade 
(anos) Sexo
Factores do 
hospedeiro Cultura
Evidencia 
histologica
Tipo de 
transplante
Patologia de 
base Outcome
 Valores 
máximos de 
GM (index)
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O cálculo da incidência, baseou-se nos resultados obtidos para o 
galactomanano, sem atender à divisão dos pacientes por grupos, como 
definido na tabela IX. Todos os pacientes analisados durante o período de 
estudo, apresentaram valores negativos no início das amostragens, pelo que 
a ocorrência de valores positivos, foi assumida como um novo caso. Foram 
excluídos do cálculo da incidência os pacientes com idades inferiores a 15 
anos e contabilizado o número de pacientes adultos, com resultados 
positivos para o valor do Índex galactomanano (7 pacientes). Assim 
observou-se, que a incidência de aspergilose invasiva na população de 35 
pacientes adultos da UTM, analisados período que decorreu de Julho a 
Dezembro de 2005, foi 20 % quando contabilizados os todas as amostras 
com pelo menos um resultado positivo para o Índex de GM e 8,6% quando 
contabilizados apenas os pacientes com pelo menos 2 amostras com Índex 
>0,5 (3 pacientes). 
 
Para a avaliação de associação, entre os vários critérios definidos para o 
diagnóstico da aspergilose invasiva (tabela IX) e a ocorrência do index de 
GM positivo/negativo, foi efectuado o teste exacto de Fisher, (tabela XXIII), 
tendo-se verificado uma associação estatisticamente significativa com a 
ocorrência de culturas positivas (p<0,05). Não foi encontrada associação 
estatisticamente significativa com as restantes co-variáveis, possivelmente 
devido ao reduzido número de casos positivos, bem como de pacientes em 
cada co-variável. 
 
Tabela XXIV Associação entre Índex galactomanano e co-variáveis potencialmente predictivas 
Co- variáveis GM positivo GM negativo Valor -p 
LLA 
LNH 
MB 
LMC 
LMA 
DS 
MM 
CM 
AA 
66,7% 
100% 
100% 
50% 
60% 
100% 
100% 
100% 
100% 
33,3% 
0% 
0% 
50,0% 
40,0% 
0% 
0% 
0% 
0% 
0,254 
Falecido 
Vivo 
72,7% 
86,7% 
27,3% 
13,% 0,361 
Com cortisona 
Sem cortisona 
76,2% 
90% 
23,8% 
10,0% 0,410 
Sem inf. Fúng. anterior 
Com inf. Fúng. anterior 
81,6% 
100% 
18,4% 
0% 1,000 
Sem neutropenia 
Com neutropenia 
77,8% 
87% 
22,2% 
13,0% 0,679 
Temperatura <38ºC 
Com temp> 38ºC 
83,3% 
82,6% 
16,7% 
17,4% 1,000 
Semcritério clin maior 
Com critério clín maior 
81,6% 
100% 
18,4% 
0% 1,000 
Semcritério clin menor 
Com critério clín menor 
85,2% 
76,9% 
14,8% 
23,1% 0,728 
Sem culturas positivas 
Com culturas positivas 
93,5% 
50% 
6,5% 
50% 0.006 
 
                                                                                                                                       Resultados 
 
63 
 
3.1.2 Resultados obtidos pela técnica de ELISA para pesquisa de GM e 
doPCR convencional com os primers ATT e UNI-CCG. 
 
Tabela XXV Tabela comparativa para os resultados obtidos para a pesquisa de GM e pesquisa 
de DNA fúngico e por RT-PCR para cada paciente. 
Paciente GM PCR panfúngico 
RT-PCR 
(Nº cópias) 
 
RT-PCR 
(Nº cópias/ml) 
(x70) 
Nº de 
amostras 
1 Negativo (6/6) Negativo (1/1) 0,082 5,74 6 
2 Positivo (2/9) Negativo (1/1) 4,15 290 9 
3 Negativo(1/1) Negativo (1/1) - - 1 
4 Negativo(1/1) Negativo (1/1) - - 1 
5 Negativo(7/7) Negativo (1/1) 2,8 196 7 
6 Positivo (1/3) Negativo (1/1) - - 3 
7 Negativo (4/4) Negativo (1/1) 3,21 / 1,67 224/117 4 
8 Positivo (1/3) Positivo (2/3) 6,03 422 3 
9 Positivo (1/2) Negativo (1/1) 3,89 272 2 
10 Negativo (5/5) Negativo (1/1) - - 5 
11 Negativo (4/4) Negativo (1/1) - - 4 
12 Negativo (8/8) Positivo (1/3) 3,43/8,63  240/604 8 
13 Negativo (5/5) Negativo (1/1) - - 5 
14 Negativo (4/4) Negativo (1/1) - - 4 
15 Negativo (3/3) Negativo (1/1) - - 3 
16 Positivo (1/2)) Negativo (1/1) - - 2 
17 Negativo (3/3) Negativo (1/1) - - 3 
18 Negativo (2/2) Negativo (1/1) - - 2 
19 Negativo (2/2) Negativo (1/1) - - 2 
20 Negativo (8/8) Negativo (1/1) - - 8 
21 Negativo (1/1) Negativo (1/1) - - 1 
22 Negativo (10/10) Negativo (1/1) - - 10 
23 Negativo (5/5) Negativo (1/1) - - 5 
24 Negativo (3/3) Positivo (3/3) - - 3 
25 Negativo (3/3) Negativo (1/1) - - 3 
26 Negativo (1/1) Negativo (1/1) - - 1 
27 Negativo (5/5) Negativo (1/1) - - 5 
28 Negativo (4/4) Negativo (1/1) 2,97 / 2,31 208/162 4 
29 Positivo (1/4) Negativo (1/1) - - 5 
30 Negativo (3/3) Negativo (1/1) - - 3 
31 Negativo (4/4) Negativo (1/1)  - 4 
32 Negativo (1/1) Positivo(1/1) - - 1 
33 Negativo (4/4) Negativo (1/1) - - 4 
34 Negativo (1/1) Negativo (1/1) - - 1 
35 Negativo (1/1) Negativo (1/1) - - 1 
36 Positivo (6/11) Positivo (4/4) 1,21 / 2,1 84/147 11 
37 Negativo(5/5) Positivo (3/3)  - 5 
38 Positivo (1/4) Positivo (3/3) 3,38 237 4 
39 Negativo(5/5) Negativo (1/1)  1,46 / 24,79 102,2/1735 5 
40 Positivo (2/8) - 0,77 / 0,78 54/55 8 
41 Negativo (2/2) Negativo (1/1) - - 2 
Total 
positivos 9 6 0 
  
 
 
     Resultados positivos concordantes pelos métodos de ELISA e PCR 
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Tabela XXVI Resultados do cálculo da sensibilidade e especificidade do ensaio PCR 
convencional com os primers ATT e UNI-CCG tomando atécnica ELISA para pesquisa de GM 
como referência. 
 
 
 
O valor sensibilidade cálculado para o método de PCR (tabela XXVI) foi 
42,9%. Este método apresenta uma sensibilidade reduzida, quando 
comparado com o método de ELISA para detecção de GM, (sendo esta 
considerada como técnica de referência), no entanto, o valor pode estar 
influenciado devido ao reduzido número de casos positivos e por outro lado 
pelo facto, se tomar para referência a técnica de ELISA, para a qual está 
descrita possibilidade de falsos positivos.  
 
A especificidade do PCR convencional com os primers ATT e UNI-CCG é 
elevada, no entanto visto que a especificidade é a fracção de amostras 
identificadas correctamente como negativas, no conjunto de amostras 
negativas testadas, este valor pode estar influenciado pelo facto de esta 
técnica permitir resultados positivos para outras espécies enquanto a técnica 
de ELISA, só obtém resultados positivos para Aspergillus spp. 
Assim o resultado da especificidade do PCR terá na realidade um valor mais 
elevado. 
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3.2 Resultados relativos aos ensaios moleculares 
 
Para este estudo, selecionamos os pares de primers AS e 2AS, por 
apresentarem características adequadas e boa homologia após o alinhamento 
com a região 18S de Aspergillus fumigatus. Foram ainda selecionados para 
estudo, os primers ATT e UNI-CCG por apresentarem boa homolgia com a 
região 18S de várias espécies de fungos e permitirem assim o diagnóstico 
mais alargado das infecções fúngicas. 
 
 
3.2.1 Estudo da especificidade dos primers 2S e 2AS com estirpes de 
referência.[69]. 
 
 
 
 
 
Não foi obtida amplificação para as espécies de leveduras, tendo-se observado 
amplificação para a espécie de referência de Aspergillus fumigatus com duas 
diluições diferentes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1, 8 – Marcador de peso molecular 100 bp 
2 - C. albicans ATCC  
3 - C. parapsilosis (ATCC 22019)  
4 - C. tropicalis (ATCC 
5 - A. fumigatus (NEQAS 5526 (1:2) 
6 - A. fumigatus (NEQAS 5526 22019) (1:4) 
7 - A. fumigatus (NEQAS 5526) (1:10) 
8 - Marcador 1Kb 
Figura 24.Gel de agarose 1,8% para visulização dos amplificados obtidos porPCR com primers AS e 2AS 
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3.2.2 Estudo da sensibilidade dos primers AS e 2AS, utilizando DNA de 
Aspergillus com diferentes concentrações. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foram inoculados sangues de dadores saudáveis com várias diluições da 
suspensão de esporos de Aspergillus fumigatus. Obteve-se amplificação 
para a diluição 1:16 que corresponde a 1pg do DNA (fig. 26). 
 
 
 
 
 
 
 
Spiess et al. referem, que nas mesmas condições, obtiveram o limite de 
detecção de 10 fg que representa 1 - 5 colónias por ml de sangue. No entanto, 
os ensaios efectuados, não obtiveram sinal para as amplificações das diluições 
maiores. Os ensaios para optimização do método, de modo a aumentar a 
sensibilidade sem perda de especificidade efectuados, não permitiram 
1- Marcador 100 bp  
2-controle negativo 
3- DNA Aspergillus (10 pg) 
4- DNA Aspergillus (1 pg) 
1-marcador 100 pb 
2- DNA sangue inoculado com DNA de Aspergillus 
fumigatus (1:2) 
3- sangue inoculado com de A. fumigatus (1:4) 
4- sangue inoculado com de A. fumigatus (1:8) 
5- sangue inoculado com de  A. fumigatus (1:16) 
6- Controlo positivo 
7- marcador 1 Kb 
8-Controlo negativo 
Figura 25.Gel de agarose 1,8% para visulização dos amplificados obtidos por PCR com primers AS e 2AS 
utilizando diferentes concentrações de DNA de Aspergillus fumigatus obtido de suspensão de esporos em 
soro fisiológico com densidade de 0,4 McFarland 
Figura 26.Gel de agarose 1,8% para visulização dos amplificados obtidos por PCR com primers AS e 2AS 
utilizando diferentes concentrações de esporos de Aspergillus fumigatus em sangue humano de dador 
saudável.  
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aumentar a sensibilidade do primer de modo a poder ser utilizado em amostras 
com baixa concentração de DNA (sangue ou soro), [45] Pelo que os primers 
AS e 2AS, não são considerados indicados para a detecção da aspergilose 
invasiva, podendo no entanto ser úteis, para a detecção de DNA de Aspergillus 
spp. em outro tipo de produtos, cuja quantidade de DNA presente seja maior. 
 
 
 
 
3.2.3 Resultado do estudo de especificidade dos primers ATT e UNI-CCG. 
 
 
 
Figura 27 Gel de agarose 1,8% com amplificados de DNA proviniente de culturas de referencia, 
utilizando os primers ATT e UNI-CCG 
Foi obtida amplificação do DNA das diferentes espécies utilizadas (fig.27). Para 
a espécie Absidia corymbifera não se obteve amplificação nesta reacção 
devido a grande quantidade de DNA, no entanto foi observada amplificação 
após diluição do DNA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1- Cryptococcus neoformans 
2- Aspergillus niger 
3- Aspergillus fumigatus  
4- Fusarium oxysporum  
5- Aspergillus flavus 
6- Mucor spp. 
7- Rhizopus arrhizus 
8- Absidia corymbifera 
9- Histoplasma capsulatum 
10- Staphilococcus pyogenes (ATCC19615) 
11- Escherichia coli (ATCC25922) 
12- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 
13- Staphilococcus aureus (ATCC 25923) 
14- 147 IPO 
   M-marcador 100 bp 
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3.2.4 Limite de detecção da reacção de amplificação com os primers ATT 
e UNI-CCG. 
 
Para determinar o limite de detecção procedeu-se como descrito no ponto 
2.2.7, na série de diluições de esporos em sangue total, antes de ser efectuada 
a extracção foi realizada a lise dos eritrócitos de acordo com o descrito ponto 
2.2.4. 
 
 
Figura 28 Gel de agarose 1,8% com amplificados de DNA proviniente de extração de 
suspensão de esporos em sangue total e soro fisiológico submetido préviamente  a lise de 
eritrócitos, utilizando os primers ATT e UNI-CCG. 
Não foi obtida amplificação na série de diluições efectuadas em sangue total, 
nas amostras submetidas a lise dos eritrócitos (fig. 28). Estes resultados, 
devem-se possivelmente a perda de DNA durante esta fase, dado que em nova 
amplificação, utilizando as mesmas diluições, sem no entanto se efectuar a lise 
de eritrócitos foi obtida amplificação (fig. 29). Observou-se amplificação para a 
diluição10-4 que corresponde a cerca de 1-5 esporos por ml. Atendendo aos 
resultados obtidos, considerou-se a técnica PCR utilizando o par de primers 
ATT e UNI-CCG adequada para a detecção de DNA fúngico em amostras de 
sangue total. 
 
 
 
 
 
1-DNA (Sangue inóculo de Aspergillus a 10-1) 
2- DNA (Sangue inóculo de Aspergillus a 10-2)  
3- DNA (Sangue inóculo de Aspergillus a 10-3) 
4- DNA (Sangue inóculo de Aspergillus a 10-4) 
5- DNA do sangue do dador sem 
inóculo(controlo negativo sangue) 
6- Soro com inóculo de Aspergillus 10-1 
M- Marcador 100 bp 
7- Soro com inóculo de Aspergillus 10-2 
8- Soro com inóculo de Aspergillus 10-3 
9- Soro com inoculo de Aspergillus 10-4 
10-soro sem inóculo (controlo negativo soro) 
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Figura 29 Gel de agarose 1,8% com amplificados de DNA para estudo da sensibilidade dos 
primer ATT UNI-CCG  
 
3.2.5 Amplificação do DNA da população estudo por PCR convencional 
como s primers ATT e UNI-CCG. 
 
 
 
Figura 30 Gel de agarose 1,8% com amplificados de DNA das amostras de sangue dos 
pacientes utilizando os primer ATT UNI-CCG  
Posição das amostras Resultado da 
amplificação 
1- controlo positivo (DNA 
Aspergillus NEQAS 5526) Positivo 
2- Paciente 12 Positivo 
3- Paciente 39 Negativo 
4- Paciente 3 Negativo 
5- Paciente 4 Negativo 
6- Paciente 19 Negativo 
7- Paciente 8 Positivo 
8- Paciente 24 Positivo 
9- Controlo Negativo Negativo 
10-Marcador 100 bp - 
1-DNA (Sangue inóculo de Aspergillus a 10-1) 
2- DNA (Sangue inóculo de Aspergillus a 10-2)  
3- DNA (Sangue inóculo de Aspergillus a 10-3) 
4- DNA (Sangue inóculo de Aspergillus a 10-4) 
5- DNA do sangue do dador sem inóculo 
(controlo negativo sangue) 
6- Soro com inóculo de Aspergillus 10-1 
7- Soro com inóculo de Aspergillus 10-2 
M- Marcador 100 bp 
8- Soro com inóculo de Aspergillus 10-3 
9- Soro com inoculo de Aspergillus 10-4 
10-soro sem inóculo (controlo negativo soro) 
11- Controlo negativo (H2O) da amplificação 
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Figura 31 Gel agarose 1,8% com DNA das amostras 
de pacientes cujos resultados foram positivos em amplificações anteriores 
 
 
 
A figura 30, ilustra os resultados da amplificação, das amostras de DNA, 
extraídas a partir do sangue total dos pacientes. Os resultados encontram-se 
resumidos na tabela XXIV.  
Os resultados positivos foram confirmados por nova amplificação, a partir da 
mesma amostra e das amostras colhidas em data anterior e posterior (fig. 31). 
Verificou-se, em quatro dos seis pacientes que apresentaram resultados 
positivos na amostra escolhida para amplificação por PCR, apresentaram 
também, resultados positivos para as amostras colhidas antes e depois dessa 
data, pelo que se exclui a hipótese de contaminação durante a fase de 
amplificação. Estes resultados são compatíveis com infecção fúngica invasiva 
por outra espécie. No caso dos pacientes 12 e 27 para os quais apenas se 
verificou uma amostra positiva, os resultados não são conclusivos, sendo 
possivel, ocorrência de contaminação das amostras durante a fase de colheita 
ou durante o manuseamento em laboratório. 
 
 
 
 
. 
 
Posição das amostras Resultado 
amplificação 
1- amostra 113 (paciente 12) Negativo 
2- amostra 132 (paciente 12) Negativo 
3- amostra 22(paciente 8) Positivo 
4- amostra162 (paciente 8) Negativo 
5- amostra 157(paciente 24) Positivo 
6- amostra179 (paciente 24) Positivo 
7- amostra 33(paciente37) Positivo 
8- amostra 44(paciente 37) Positivo 
9- amostra 139(paciente 38) Positivo 
10- amostra 154(paciente 38) Positivo 
11- amostra 5(paciente 27) Negativo 
12 – controlo negativo Negativo 
13- Controlo positivo Positivo 
M- marcador 100 bp - 
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Figura 32 Gel Resultados da amplificação por RT- PCR Aspergillus usando o software real time 
system Nanogena verde resultados aceites, a vermelho resultados não válidos. 
 
 
 
A análise dos resultados obtidos pela técnica RT-PCR Aspergillus-Nanogen, foi 
realizada atendendo às especificações do fabricante, relativamente aos valores 
de cut-off. Verificou-se concordância nos resultados, relativamente às amostras 
negativas para a pesquisa de GM e PCR convencional em amostras de 
sangue. No entanto devido ao número limitado de ensaios e ao reduzido n.º de 
amostras positivas não foram estimados os valores de especificidade e 
sensibilidade do método.  
 
Os resultados, encontram-se resumidos na tabela XXIV. Não foram obtidos 
resultados com número de cópias > 77 , ou seja compatíveis com Aspergilose. 
O facto de estes resultados, serem negativos mesmo nos pacientes que 
apresentaram resultados positivos quer para a pesquisa de GM quer pelo PCR 
panfúngico pode significar a presença de outro agente fúngico, uma vez que os 
primers utilizados nesta reacção, são específicos para Aspergillus spp.ou baixa 
rentabilidade do processo de extracção utilizado. 
 
Em algumas das amostras testadas, não foi obtida a amplificação do controlo 
interno do gene que codifica a betaglobina humana, pelo que os resultados da 
amplificação não foram aceites (fig. 32), estes resultados devem-se 
possivelmente, a factores de inibição presentes nas amostras de sangue. 
 
 
 
 
                                                                                                                                       Resultados 
 
72 
 
3.3 Monitorização das condições ambientais na UTM 
 
Os resultados obtidos encontram-se sumarizados na tabela XXVI. 
 
Tabela XXVII Resumo dos resultados da monitorizaçãoambiental na UTM 
 Local de 
amostragem 
Espécies / géneros Ar 
(u.f.c./m3) 
Total  
Ar 
(u.f.c./m3) 
 
Superfícies 
 
Quarto 2 
(ocupante em isolamento) 
Aspergillus niger (2) 2 0/01 
Quarto 3 
(limpo s/ ocupante) 
 Alternaria alternata (2) 2 0/01 
Quarto 7 
(ocupante em regime aberto) 
Mucor cercinelloides (2) 
Rhodothorula spp. (2) 4 0/0
4 
Corredor Fusarium spp. (2) 2 - 
UT
M
 
in
te
rn
a
m
e
n
to
 
Câmara de fluxo Rhodothorula spp. (2) FNI 7(2) 4 
25 
(Aspergillus fumigatus) 
Sala colheita 
células 
Aspergillus niger (4) 
Rhizopus spp. (2) 
FNI 7(34) 
Cladosporium spp. (4) 
44 05 
Sala de estar 
Aspergillus niger (22) 
Rhizopus spp. (2) 
Penicillium spp. (4) 
Fusarium spp. (12) 
 
40 06 
UT
M
 
a
m
bu
la
tó
rio
 
Exterior do edifício 
Aspergillus niger (14) 
Fusarium spp. (4) 
Penicillium spp. (8) 
Rhizopus spp. (2) 
FNI7 (20) 
 
48  
- 
 
Na análise efectuada a superfícies das mesas cabeceira e lavatório das 
enfermarias, não se obteve qualquer crescimento fúngico. A câmara de fluxo, 
registou um número elevado de Aspergillus fumigatus. Os valores obtidos na 
sala de estar e sala de colheita de células são semelhantes aos registados no 
ar exterior ao edifício, pelo que não são valorizáveis, dado a renovação do ar 
nestes espaços ser efectuada com ar exterior, sem tratamento. Os resultados 
obtidos nas enfermarias estão de acordo com as recomendações para salas 
                                                 
4
 Mesas cabeceira (ufc/dm2) /torneira (u.f.c) 
5
 Mesa suporte de uso comum (ufc/dm2)  
6
 Mesa brinquedos (ufc/dm2)  
 
7
 FNI fungo não identificado 
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limpas, tendo sido observado maior número de fungos, na enfermaria em 
regime aberto. 
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4. Discussão dos resultados 
 
No período de estudo, a ocorrência de novos casos de aspergilose 
invasiva foi 8,6%, quando contabilizados os pacientes com pelo menos 2 
amostras com Índex > 0,5, no entanto quando se contabiliza apenas um 
valor positivo, verifica-se que o valor de incidência sobe para 20%.  A 
interpretação correcta, dos valores positivos do galactomanano ou dos 
resultados de PCR (validado), num paciente com risco de aspergilose 
invasiva, mas sem evidência da doença, ainda apresenta enúmeras 
dificuldades, a interpretação mais conservadora neste contexto, é de que 
um único resultado positivo representa um falso positivo, mas por vezes 
pode significar o início de aspergilose invasiva, que cede à terapia 
antifúngica [27]. 
 O valor da incidência estimado para aspergilose invasiva neste grupo de 
pacientes é semelhante aos valores obtidos em diversos estudos 
publicados. Wheat L. [21]. em estudo semelhante, refere incidência de 5-
20%, Palacio A. et al, refere que incidência de aspergilose invasiva, 
estimado em estudo Europeu na população total de hospitais terciários, 
apresentou valor de 4%. Os valores de incidência estimados, apesar do 
erro associado, devido número total da população estudada ser reduzido, 
representam um risco considerável, sobretudo se ao número de novos 
casos de aspergilose invasiva, se somar os pacientes com resultados 
positivos por PCR (3 amostras consecutivas) para presença de DNA 
fúngico (4 pacientes). 
A incidência de aspergilose invasiva, é associada de forma significativa a 
imunossupressão intensa, neutropenia profunda e prolongada, alteração 
da imunidade celular e à existência de trabalhos de construção em áreas 
hospitalares (factores ambientais)[73] bem como à profilaxia antifúngica 
efectuada [74]. Uma terapia antifúngica adequada, efectuada numa fase 
inicial da infecção é determinante para um prógnóstico favorável [74]. 
Neste estudo, a profilaxia foi realizada com itraconazol, antes da realização 
do transplante e com fluconazol após transplante (na maioria dos 
pacientes), a Anfotericina B foi administrada de acordo com decisão do 
clínico, e nos casos em que se observou Index de GM positivo. A 
Anfotericina B, considerada há vários anos, como o standard da terapia 
antifúngica para infecções graves, tem demonstrado não ser o tratamento 
mais adequado em alguns casos, dada a sua elevada toxicidade, 
interacção medicamentosa e emergência de espécies com resistência 
intrínseca aos polienos [8,9,10,74]. Por outro lado a profilaxia com 
fluconazol e itraconazol, pode não ser eficiente para a prevenção de 
infecções provocadas por fungos com resistência aos azois, intrínseca ou 
adquirida, pelo que o conhecimento da espécie fúgica responsável pela 
infecção, poderia contribuir para uma melhor dequação da terapia. 
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Neste estudo propusemos, conhecer a qualidade ambiental da UTM, apesar 
da grande diferença, entre a data de amostragem e a recolha de amostras 
clínicas. Os resultados das condições ambientais da UTM são pouco 
representativos, dado referirem a uma única amostragem, efectuada em 6 de 
Novembro de 2007. Verificou-se que as enfermarias onde os pacientes são 
internados, os resultados se encontram de acordo com o proposto para salas 
limpas [54]. Os valores totais de fungos, obtidos a partir das amostras de ar 
das enfermarias, foram inferiores a 5 UFC /m3 tendo sido isolado Aspergillus 
niger (2 UFC/m3) apenas na enfermaria com paciente em regime de 
isolamento. As salas com ambiente não tratado, apresentaram valores 
idênticos aos obtidos para o ar exterior e abaixo do limite máximo de 
referência, proposto pela legislação portuguesa, pelo que não foram 
valorizados. No entanto estes valores foram superiores aos propostos por 
diversos autores para ambiente hospitalar (10 UFC/m3)[53]. Segundo 
Panagopoulo et al. num estudo multi-institucional, em três hospitais de 
regiões representativas da Grécia, os resultados ambientais variam ao longo 
do ano, não tendo o autor verificado diferenças significativas entre os 
diferentes hospitais. No entanto os valores diferem significativamente entre 
países (10-200 UFC/m3) de acordo com o tipo de cirugia [53]. Os valores 
obtidos, parecem estar em concordância com a baixa incidência de 
aspergilose invasiva, no entanto este tipo de avaliação, necessita da 
realização de maior número de amostragens, de modo a conhecer também a 
prevalência de espécies e averificar a ocorrência de isolamentos repetidos, 
que poderão significar presença de um reservatório [53]. 
Na superfície câmara de fluxo, onde se realiza a preparação de 
medicamentos, verificou-se a presença de Aspergillus fumigatus, em valores 
superiores aos propostos para zonas limpas [71], sendo recomendável que 
se proceda à desinfecção com agente antifúngico mais eficaz, dado ter sido 
isolado elevado número de UFC. No nosso estudo prócuramos sempre dar 
um feedback dos resultados obtidos, pelo que esta avalição preliminar foi 
reportada à direcção da UTM. 
 
O nosso estudo, assentou na avaliação do desempenho método para 
pesquisa de galactomanano (GM). Assim procuramos determinar o 
comportamento do mesmo, relativamente aos critérios definidos para o 
diagnóstico da aspergilose invasiva. Não foi obtida associação com 
significância estatística, entre os valores do índex de GM e os principais 
critérios definidos pela EORCT e MSG (sexo, idade, critérios clinicos 
maiores, critérios clinicos menores, patologia de base, factores do 
hospedeiro), apenas um dos critérios microbiológicos (presença de cultura 
positiva) revelou associação com índice de GM (p<0,05). Apesar destes 
critérios constituírem um apoio ao diagnóstico das infecções fúngicas 
invasivas, no estudo efectuado, revelaram-se pouco adequados, dado 
incluírem no grupo de indivíduos sem infecção fúngica, pacientes com 
resultados positivos, quer para a pesquisa de galactomanano, quer para a 
pesquisa de DNA fúngico. 
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 De acordo com os critérios em cima referidos, foram identificados pacientes 
com aspergilose invasiva comprovada nem com AI provável, (para isso seria 
necessária a cultura positiva, obtida de produtos habitualmente estéreis ou 
presença de hifas em exames histológicos com sintomatologia associada), 
embora alguns dos pacientes estudados apresentassem, para além dos 
resultados positivos para a pesquisa de DNA ou galactomanano alguns dos 
factores de risco descritos. 
 
Segundo Koenrad et al. a aspergilose invasiva pode desenvolver-se em 
pacientes sem imunodeficiêcia aparente. No caso da aspergilose sub-aguda, a 
sintomatologia associada aparece tardiamente, relativamente ao antigénio GM, 
pelo que estes doentes são muitas vezes excluídos para a hipótese de serem 
portadores de AI, segundo os critérios actuais. No nosso estudo verificamos, 
que apesar dos resultados positivos, obtidos para a pesquisa de GM, em 
alguns casos, nomeadamente no paciente 36, o diagnóstico foi inconclusivo 
quanto à presença de infecção fúngica invasiva. Este facto deve-se por um 
lado à dificuldade do diagnóstico deste tipo de infecções e por outro, à 
ausência de confirmação do diagnóstico pos-mortem, por requer autorização 
de familiares. Esta prática permitiria, não só avaliar todo o processo de 
diagnóstico, bem como estudar a epidemiologia das infecções fúngicas 
invasivas, relativamente às espécies isoladas e à sua sensibilidade aos 
antifúngicos, constituindo um passo importante para o melhor conhecimento 
deste tipo de infecções. Assim será necessária uma revisão dos critérios 
estabelecidos, de modo a adequar ao diagnóstico das infecções fúngicas 
invasivas.  
 
 
Neste estudo, quisemos avaliar o desempenho do método de PCR, para o 
diagnóstico da aspergilose invasiva. A bibliografia refere diversos primers, no 
entanto após o estudo da homologia, através do alinhamento com a região 
18S, alguns revelaram homologia com outros organismos, possíveis agentes 
de infecção ou com o DNA humano pelo que não foram selecionados. 
Para este estudo, selecionamos os pares de primers AS e 2AS, por 
apresentarem características adequadas e boa homologia após o alinhamento 
com a região 18S de Aspergillus fumigatus. Foram ainda selecionados para 
estudo, os primers ATT e UNI-CCG por apresentarem boa homolgia com a 
região 18S de várias espécies de fungos e permitirem assim o diagnóstico 
mais alargado das infecções fúngicas. 
 
Foram estimados os valores de sensibilidade e especificidade dos primers, 
utilizando para o efeito, várias diluições de esporos de Aspergillus fumigatus e 
de várias espécies, provenientes de colecções de referência. Segundo Hope 
W.J. et al. o método da diluição dos esporos pela qual é analisada usualmente 
a sensibilidade dos primers, representa um problema, dado não ser possível 
medir com precisão a diluição de esporos e hifas presentes, por outro lado a 
diluição seriada do DNA genómico, também não constitui o método ideal, dado 
não ser idêntico às condições biológicas reais das amostras. Assim os valores 
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da sensibilidade estimada para os primers, são apenas uma aproximação do 
valor real.   
 
Relativamente ao par de primers AS e 2AS, verificou-se que estes 
apresentaram bons resultados quanto à especificidade, os primers estão 
descritos para amplificação do DNA mitocondrial de Aspergillus fumigatus, 
tendo-se obtido amplificação do DNA desta espécie, sendo os resultados 
negativos para o DNA de outras espécies fúngicas estudadas.  
Quanto ao estudo da sensibilidade, os autores Spiess et al. referem que nas 
mesmas condições, obtiveram o limite de detecção de 10 fg, que representa 1 - 
5 colónias por ml de sangue. No entanto os ensaios efectuados não obtiveram 
sinal para as amplificações das diluições maiores, a optimização do método, 
não permitiu aumentar a sensibilidade do primer, de modo a poder ser utilizado 
em amostras com baixa concentração de DNA (sangue ou soro), 45 Pelo 
que os primers AS e 2AS, não foram considerados indicados para a detecção 
da aspergilose invasiva, podendo no entanto ser úteis para a detecção de DNA 
de Aspergillus spp. em outro tipo de produtos.  
 
Os primers ATT e UNI-CCG, revelaram boa “especificidade” relativamente aos 
organismos fúngicos estudados, tendo sido obtida amplificação em 8 géneros, 
não tendo ocorrido amplificação para as espécies bacterianas mais comuns em 
infecções sistémicas. Os primers permitiram a detecção de aproximadamente 
10 fg (1-5 UFC/ml), pelo que foram considerados indicados para utilização no 
diagnóstico das infecções fúngicas invasivas. 
 
Para avaliar o desempenho do método de PCR com os primers ATT e UNI-
CCG relativamente ao diagnóstico das infecções fúngicas invasivas, proceu-se 
ao estudo na população de doentes transplantados. O valor estimado para a 
sensibilidade do método, para detecção de aspergilose invasiva (tabela XXII), 
foi baixo (42,9%). No entanto este valor pode estar influenciado, devido ao 
reduzido número de casos positivos e por outro lado pelo facto se tomar para 
referência, a técnica de ELISA Platelia Aspergillus, para a qual está descrita 
possibilidade de resultados falsos positivos, associada a diversos factores 
(terapia administrada, alimentação, população juvenil).  
A especificidade do PCR com os primers ATT e UNI-CCG relativamente à 
detecção de aspergilose invasiva é elevada (87,9%), este valor pode no 
entanto estar influenciado, pelo facto de esta técnica permitir resultados 
positivos para outras espécies, enquanto a ELISA só óbtém resultados 
positivos para Aspergillus spp. Assim o resultado da especificidade do PCR, 
terá na realidade um valor mais elevado. 
 
Os resultados obtidos pelos métodos moleculares, sugerem que estes, 
poderão contribuir com sucesso para melhorar o diagnóstico da aspergilose e 
outras infecções fúngicas invasivas. 
  
Verificou-se ainda, que o médodo de extracção é determinante para o 
diagnóstico correcto, a escolha do método representa um compromisso, entre a 
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eficiência, a ausência de contaminação exogena e a aplicabilidade na rotina.  
[27]. A parede da célula fúngica representa uma dificuldade acrescida no 
processo de extracção, sendo necessário tratamento prévio das amostras com 
enzimas liticase e proteinase K (de acordo com os procedimentos). No nosso 
estudo, verificamos que a eficiência da extração foi maior, quando se passou a 
usar o sangue total, sem a lise prévia dos eritrócitos, no entanto este passo 
pode dar origem à presença de proteínas, que poderão inibir a reacção de 
amplificação. As diferenças consideráveis existentes relativamente aos 
protocolos de extracção são um dos aspectos que dificultam a comparação de 
resultados obtidos por métodos moleculares. 
 
Neste estudo, quisemos ainda avaliar a metodologia de PCR tempo real, 
quanto ao seu desempenho para o diagnóstico da AI, no grupo de pacientes 
estudados, utilizando para o efeito a técnica Q-Aspergillus, Nanogen que se 
encontra disponível comercialmente. A comparação dos resultados obtidos por 
este método, com os resultados obtidos para a pesquisa de GM e de DNA 
fúngico por PCR, verificou uma concordância quanto aos resultados negativos.  
 
No entanto, não se obtiveram resultados positivos, mesmo nos pacientes que 
apresentaram resultados positivos, quer para a pesquisa de GM quer pelo PCR 
panfúngico, o que poderá significar a presença de outro agente fúngico, uma 
vez que os primers utilizados nesta reacção são específicos para Aspergillus 
spp. ou reduzida eficiência de extracção, dado que o método de extracção 
utilizado foi diferente. Por outro lado os resultados são pouco significativos, 
dado o reduzido número de amostras estudadas. 
 
Observou-se ainda, que em algumas das amostras testadas não foi obtida a 
amplificação do controlo interno do gene que codifica a betaglobina humana, 
possivelmente devido a factores de inibição presentes nas amostras de 
sangue.  
 
Refere-se que a validação deste kit, foi realizada para amostras respiratórias 
[68] pelo que o valor limiar de significatividade (a partir da qual se considera 
uma amostra positiva) poderá necessitar de ajustamento relativamente a 
amostras de sangue. A validação do método refere, que o nível basal foi 
calculado a partir de 68 amostras de água destilada estéril cuja amplificação 
média foi 1,9 cópias, com o desvio padrão de 1,6 cópias, tendo sido definido o 
nível basal 7 cópias. O valor limiar do DNA branco (limiar de significatividade), 
foi calculado como sendo 10 vezes o nível basal (70 cópias) ± 7 (nível 
basal)[68].  
Os resultados obtidos, quando convertidos a um valor aproximado de número 
de cópias por ml de sangue, apresentam a mesma ordem de grandeza 
relativamente a outros estudos publicados [33,60] neste tipo de pacientes. Em 
estudo semelhante, Masahito K. et al obteve valores para RT-PCR Aspergillus 
spp. de 40 cópias /ml sangue em pacientes com aspergilose invasiva 
comprovada.  Em outros estudos com amplificação de DNA por RT-PCR 
utilizando amostras respiratórias obtidas a partir de doentes com aspergilose 
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invasiva provável ou comprovada referem valores entre 2000 a 100,000 cópias 
de DNA[34] no entanto estes estudos, estão em falta relativamente a ensaios 
efectuados numa população comprovadamente negativa, de modo a poder 
definir os limites de significância clínica. Relativamente ao teste Q-Aspergillus 
Nanogen, o kit é facilmente aplicável à rotina laboratorial, dada a simplicidade 
de execução. Esta técnica tem ainda a vantagem de reduzir a % de falsos 
positivos devido a baixa, contaminação por amplicões visto não ser necessário, 
abrir os tubos após a amplificação. O PCR tempo real representa uma mais-
valia no diagnóstico da Aspergilose invasiva por permitir a quantificação de 
DNA e assim avaliar a eficiência terapêutica e distinguir o estado de infecção 
de uma eventual colonização, no entanto para a validação do método neste 
tipo de amostra, seria necessário a realização de estudo em populações de 
risco (com maior n.º de casos positivos) e em grupos controle utilizando para o 
efeito amostras de sangue de modo a ajustar os valores de cut-off. 
Sugere-se, que a metodologia para o diagnóstico da aspergilose invasiva seja 
alargada de modo a incluir também a pesquisa de outro tipo de agentes 
fúngicos, deste modo a técnica de PCR para amplificação de uma região 
conservada do genoma fúngico poderia ser útil numa fase de triagem, sendo 
seguida de diagnóstico confirmatório com técnicas mais específicas e que 
permitissem inclusive a identificação do agente etiológico.   
 
Perspectivas futuras  
 
A revisão dos critérios para o diagnóstico das infecções fúngicas invasiva terá 
lugar em 2008, estes serão possívelmente mais simplificados e permitirão uma 
melhor adequação ao diagnóstico. Possívelmente não será ainda incluido nos 
novos critérios microbiológicos a pesquisa de DNA por PCR, dada a falta de 
uniformidade das metologias (Denning et al TIMM, 2007). 
Esperamos que muito em breve, a comunidade científica chegue a um 
consenso, relativamente aos métodos mais adequados para o diagnóstico, 
quer da aspergilose quer de outras infecções fúngicas invasivas. A 
comercialização de técnicas moleculares mais sensiveis e que permitam 
detecção de mais de um género de fungos, permitirá a uniformização dos 
resultados e um melhor conhecimento da epidemiologia deste tipo de 
infecções. Dado os bons resultados obtidos pelo método de PCR (com os 
primers que amplificam a região 18S do rDNA), neste tipo de doentes, será 
proposto a sua implementação na rotina de laboratório como teste auxiliar do 
diagnóstico da infecção fúngica invasiva em conjunto com os métodos 
recomendados. 
Iremos continuar a adequar a metodologia molecular ao diagnóstico das 
infecções fúngicas invasivas, integrados em grupos de trabalho internacionais, 
nomeadamente ISHAM PCR Aspergillus Working Group. Deste modo, será 
dado continuidade ao trabalho, utilizando primers que amplifiquem regiões 
conservadas do genoma fúngico, que após sequenciação permitirão não só a 
detecção como a identificação do agente etiológico. 
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PROTOCOLO CLÍNICO 
Estudo para avaliação dos métodos para o diagnóstico de aspergilose 
invasiva. 
Nº:________________ Data de admissão na Unidade: _____/_____/_____ 
Patologia de Base: ______________________________________________ 
Data de transplante: _____/_____/_____ 
Tipo de transplante: _____________________________________________ 
Terapia antifungica administrada:___________________________________ 
Antibiótico administrados:__________________________________________ 
Esteroides: sim  não 
Contagem de neutrófilos à data da colheita (neutrófilos/ml):  
Data: :___/_____/_____ cont.neutrófilos:________ Temp: >38   <38  
Data: :___/_____/_____ cont.neutrófilos:________ Temp: >38   <38  
Data: :___/_____/_____ cont.neutrófilos:________ Temp: >38   <38  
Data: :___/_____/_____ cont.neutrófilos:________ Temp: >38   <38  
 
Orgão envolvido?:_____________________________________________ 
Histologia?____________________________________________________ 
Culturas positivas para fungos?: Não  
Sim ____ Qual a 
espécie?:_______________data:___/_____/____produto:__________ 
Sim ____ Qual a espécie?:_______________data:___/_____/____ 
produto:__________ 
Sim ____ Qual a espécie?:_______________data: ___/_____/____ 
produto:__________ 
Observações:__________________________________________________
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Anexo 2 (Tabela XXI: Resumo dos dados clínicos da população estudo) 
 
F- febre<38ºc durante período superior a 96h,C-Uso prlongado de cortisonas,N -neutropenia<500netrófilos durante período superior a 10dias,I- infecção fúngica 
anterior ALO C-Transplante de dador alogénico compativel, QUI-Tratamento quimioterapia, LMA-Leucemia mieloide aguda, LMC-Leucemia mieloide crónica, LNH-
Linfoma não Hodgkin, DH-doença de Hodgkin, TS-Tumor sólido, MM-mielomamúltiplo, NB-neuroblastoma, CM-carcinoma, MB-meduloblastoma,1-positivo / 
presente, 0-negativo/ausente,2, – positivo com mais do que um resultado positivo NR-não realizado, 3 – presença de 3 critérios. 
Aspergilose 
invasiva
1 54 M AUT LLA vivo SI F 0 0 0 0 0 0,149/0,159
2 17 M ALO LLA vivo P F/C 0 0 0 0 2 1,105/0,58
3 49 F ALO LNH vivo SI Nenhum 0 0 0 0 0 0,088
4 14 M ALO LNH vivo SI Nenhum 0 0 0 0 0 0,167
5 30 F ALO LLA vivo SI C 0 0 0 0 0 0,132/0,165
6 17 M ALO LLA vivo P F/C/I 0 1 1 NR 1 1,1/0,4
7 29 F AUT MB vivo SI F/N 0 0 0 NR 0 0,404/0.173
8 36 F QUI LMC vivo SI Nenhum 0 0 1 0 1 0,548/0,177
9 44 F ALO LMA falecido SI Nenhum 0 1 1 NR 1 0,12/0,71
10 44 M AUT LNH vivo SI N 0 0 0 NR 0 0,138/0,134
11 6 M AUT TS vivo SI N 0 0 0 NR 0 0,215/0,229
12 40 M ALO LLA vivo SI C 0 0 1 NR 0 0,123/0,109
13 37 F AUT LNH vivo SI N/F 0 0 0 NR 0 0,125/0,15
14 56 F AUT LNH vivo SI F 0 0 0 NR 0 0,05/0,174
15 32 M AUT LNH falecido SI Nenhum 0 0 0 NR 0 0,126/0,344
16 45 M AUT LLA vivo SI Nenhum 0 1 1 NR 1 0,73/0,122
17 54 F AUT LNH vivo SI N/F/C 0 0 0 NR 0 0,156/0,189
18 55 M ALO AA falecido P N 0 3 1 NR 0 0,144/0,228
19 54 M AUT LNH falecido P N/F/C 1 0 0 NR 0 0,091/0,192
20 58 M ALO LMA falecido P C/I 1 1 0 0 0 0,168/0,413
21 49 F AUT LNH vivo SI N/F 0 1 0 0 0 0,103
22 5 F ALO LLA vivo SI C/F 0 1 0 NR 0 0,257/0,388
23 58 F AUT LNH falecido SI N/F/C 1 1 0 NR 0 0,125/0,141
24 41 F AUT LNH vivo SI N/F/C 0 1 0 NR 0 0,098/0,21
25 35 M QUI MM falecido SI N 0 1 0 NR 0 0,312/0,101
26 14 F ALO AA vivo SI Nenhum 0 0 0 NR 0 0,063
27 44 M AUT LNH vivo SI F/C/I 0 1 0 NR 0 0,19/0,174
28 8 M ALO LMA falecido SI N/F/C 0 1 0 NR 0 0,437/0,175
29 17 M ALO LMC vivo SI F/C 0 0 0 NR 1 0,322/0,483
30 31 M AUT LNH vivo SI N/F 0 0 0 NR 0 0,176/0,278
31 56 M AUT LNH vivo SI N 0 0 0 NR 0 0,095/0,07
32 32 F ALO LLA vivo SI N/F/C 0 0 0 NR 0 0,38
33 58 M AUT LNH vivo SI Nenhum 0 0 0 NR 0 0,048/0,157
34 45 M AUT CM vivo SI C 0 0 0 NR 0 0,089
35 64 F AUT MM vivo SI N/F 0 1 0 NR 0 0,195
36 6 F ALO LLA falecido P N/F/C 0 0 1 2 6,83/ >7
37 67 F AUT MM vivo SI F 0 0 0 NR 0 0,262/0,232
38 15 M ALO LLA vivo SI N/F/C 0 0 0 NR 1 0,322/0,59
39 9 M ALO LLA vivo SI N/C 0 0 0 NR 0 0,322/0,138
40 33 M ALO LMA falecido P N/F/C 0 1 1 NR 2 0,873/0,726
41 32 F ALO LMA falecido SI N/F 0 0 0 NR 0 0,14/0,118
Critérios 
Clínico maior
Critério 
Clinico menor GM Índex
Nº 
paciente
Idade 
(anos) Sexo
Factores do 
hospedeiro Cultura
Evidencia 
histologica
Tipo de 
transplante
Patologia de 
base Outcome
 Valores 
máximos de 
GM (index)
                                                                                                                                           Anexo 3 
 
91 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 3 
 
Dados dos ensaios efectuados às amostras clínicas 
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Anexo 4:Meios de cultura e reagentes  
 
Protocolo 1: Meio de malte agar a 2% com cloranfenicol 
Reagente Por litro 
Extracto de malte 30 g 
Peptona micológica 5 g 
Agar 15 g 
 
Protocolo 2:Meio de Sabouraud dextrose agar 
Reagente Por litro 
Bacto neopeptona 10 g 
Bacto dextrose 40 g 
Bacto agar 15 g 
 
Protocolo 3:TBE 5x 
Reagente Por litro 
450 mM Tris 54 g 
450 mM ácido Bórico 27,5 g 
10 mM EDTA pH 8 a partir de 500 mM EDTA 
pH 8 
20 ml 
 
Protocolo 4:EDTA pH 8, 500mM 
Dissolver 93,05 g de EDTA (desidratado) em 400 ml de água ultrapura Ajustar o pH a 8 com 
NaOH sólido, perfazer a 500ml com água ultra-pura e autoclavar. 
 
Protocolo 5:Tampão de lise de eritrócitos 
Reagente Por litro Concentração 
Sacarose 30 g 0,32 M 
Tris-HCl 5 g 10mM 
MgCl2 15 g 5 mM 
Triton-x-100(%)  1 mlpor 100ml de Tampão 
Para prepara 2 litros de tampão de lise, juntar a sacarose a 100 ml de Tris-HCl ph 7,5 e aferir 
para 2L distribuir em frascos e autoclavar. Após autoclavagem adicionar Triton X-100 (1%) 
 
Protocolo 6: Pré-tratamento para extracção de DNA a partir de culturas de 
fungos filamentosos. 
 
Colocar cultura jovem em criotubo e adicionar 200 µl de PBS (1x), fazer dois a 
três ciclos de congelação e descongelação de 10 minutos e se necessário 
submeter a tratamento por ultrasons durante 20 minutos. Este procedimento 
tem por objectivo quebrar as paredes rígidas do fungo pelo que o nº de ciclos 
de congelação /descongelação pode variar consoante a espécie até se 
conseguir a obtenção de DNA. 
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Protocolo 6:Tampão PBS (10x): 
Reagente Por litro 
NaCl 80 g 
Na2HPO4 14,4g 
KH2PO4 0,2 
KCl 2g 
Acertar o PH a 7,4 om HCl e perfazer a 1 litro com dH2O. Distribuir em 
aliquotas de 250 ml e guardar à temperatura ambiente. 
